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Lignin je kompleksen heterogen aromatski biopolimer, ki se nahaja v stenah rastlinskih celic 
kot ena izmed komponent lignoceluloze. Velike količine lignina nastajajo kot stranski produkt 
v papirni industriji in industriji biogoriv. Ker predstavlja bogat naravni vir aromatskega ogljika, 
bi lahko potencialno predstavljal odličen vir za proizvodnjo goriv in kemikalij z dodano 
vrednostjo. Kljub temu pa še vedno velja za odpadni produkt in je v veliki meri porabljen kot 
nizkokakovostno gorivo. Predvsem zaradi energetske krize je v zadnjih letih zanimanje za 
lignin in njegovo valorizacijo precej zraslo, in sicer še posebej za bolj okolju prijazno 
razgradnjo lignina z mikroorganizmi. Raziskave so bile doslej večinoma osredotočene na 
glivno razgradnjo lignina, ki pa je zaradi kompleksnosti njihovih encimov manj primerna za 
uporabo v industriji. Ligninolitični encimi so v bakterijah sicer precej redkejši kot v glivah, a 
bi lahko predstavljali novo, boljšo možnost za valorizacijo lignina. 
Pri tej magistrski nalogi smo se osredotočili na bakterijsko razgradnjo lignina. Naš cilj je bil 
preučiti ligninolitično aktivnost 5 bakterijskih sevov, ki proizvajajo lakazo, pomemben encim 
z delovanjem na lignin. Tako smo si zastavili raziskovalno vprašanje: Ali je v katerem od 
vzorcev prišlo do biorazgradnje? Če je odgovor »da«, kateri produkti so pri tem nastali? Po 
pregledu literature smo izbrali 20 fenolnih spojin, ki bi se potencialno lahko pojavile kot 
produkt bakterijske razgradnje lignina. Za 13 izmed njih smo nato razvili dve analizni metodi 
za tarčno analizo razgradnih produktov lignina. Metodi temeljita na analizi vzorcev z 
reverznofazno tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo. Pred 
LC-MS/MS analizo smo vzorce pripravili z ekstrakcijo na trdnem nosilcu, z uporabo 
ekstrakcijskih plošč na sistemu za nadtlačno ekstrakcijo. V naslednjem koraku smo analizno 
metodo testirali na realnih vzorcih. Ti so bili predhodno pripravljeni tako, da smo kot vir ogljika 
za posamezne bakterijske seve na gojiščih uporabili lignin. Pri tem smo predpostavili, da z 
določitvijo katerega od potencialnih produktov razgradnje lahko potrdimo, da je v posameznem 
vzorcu do biorazgradnje zares prišlo. Odsotnost potencialnih produktov razgradnje v vzorcih 
pa ne pomeni, da do biorazgradnje ni prišlo, pač pa samo, da se ni zgodila na načine, kot so 
opisani v literaturi. Ker v vzorcih nismo uspeli potrditi prisotnosti nobenega izmed iskanih 
analitov, smo izvedli še netarčno analizo, in sicer v načinu IDA (Information Dependent 
Acquisition, oziroma »od podatkov odvisna analiza«). Dobljeni kromatogrami nakazujejo 
očitno razliko med kontrolnimi in dejanskimi vzorci, kar nakazuje razgradnjo lignina. Nalogo 





Lignin is a complex and heterogenous aromatic biopolymer that can be found in plant cell walls 
as one of the components of lignocellulose. Large quantities of lignin are daily generated as a 
by-product in paper and biofuel industries. To date, lignin is still treated as waste and is mostly 
burned as a low-quality fuel, even though it could potentially be a great source for producing 
value-added chemicals and fuels as it is an abundant source of renewable aromatic carbon. As 
a result of the energy crisis, the interest in lignin and its valorization has grown considerably in 
recent years, mainly focusing on more environmentally friendly lignin degradation by 
microorganisms. The majority of research has so far been concentrating on fungal lignin 
degradation. However, fungi unfortunately seem to be unsuitable for large-scale application 
because of the complexity of their enzymes. Ligninolytic enzymes are very rare in bacteria, but 
those that possess this physiological trait present a new, better option than using fungi to 
valorize lignin.  
Our research focuses on bacterial lignin degradation, with the objective to study the ligninolytic 
activity of 5 laccase-producing bacterial strains, laccase being an important lignin-modifying 
enzyme. Our research question was: ''Did biodegradation occur in any of the samples? In case 
the answer is affirmative, which products were generated by the degradation?'' Based on the 
existing literature we defined 20 phenolic compounds, which could potentially appear as 
products of bacterial lignin degradation. 13 of those compounds were then included in two 
analytical methods that we developed for targeted screening of lignin degradation products. The 
analytical methods were based on determination by reversed-phase liquid chromatography 
coupled to tandem mass spectrometry. Prior to the LC-MS/MS analysis, we purified the 
samples by solid-phase extraction using extraction plates on a positive pressure extraction 
system. The analytical method was then tested on real samples, containing lignin treated with 
either of the laccase-producing bacterial strains, presuming that detection of any of the potential 
degradation products in a sample would prove biodegradation. The absence of those potential 
degradation products does, however, not mean that biodegradation did not take place. It merely 
suggests the absence of the specific degradation pathways, found in the literature. Since the 
target analysis did not confirm the presence of the expected analytes, we also performed 
nontargeted analysis using information-dependent acquisition-mediated LC-MS/MS screening. 
Acquired chromatograms showed significant differences between lignin samples and blanks, 
confirming its degradation. We presented our research at the 12th Jožef Stefan international 
postgraduate school students' conference. 
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ABTS: 2,2'-amino-bis(3-etilbenoztiazolin-6-sulfonska kislina) 
API: ionizacija pod atmosferskim pritiskom 
APCI: ionizacija z razprševanjem pri atmosferskem tlaku 
CE: kolizijska energija 
CI: kemijska ionizacija 
comp.: računalniško določeno 
CXP: potencial na izhodu iz kolizijske celice Q2 (Collision eXit Potential) 
DP: potencial za ''razbitje klastrov'' (Declustering Potential) 
DyP: peroksidaza za razbarvanje barvil (dye-decolorizing peroxidase) 
EPI: način MS/MS snemanja s poudarjenimi produktnimi ioni (Enchanced Product Ion) 
ESI: ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
exp.: eksperimentalno 
FAB: ionizacija z obstreljevanjem s hitrimi atomi 
FTIR: infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo 
GS1: razpršilni plin v ionskem izvoru masnega spektrometra 
GS2: plin v grelcu v ionskem izvoru masnega spektrometra 
HBT: 1-hidroksibenzotriazol 
HPLC: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IDA: analiza, odvisna od predhodno pridobljenih informacij (information dependent analysis) 
LC/MS: tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
LLE: ekstrakcija tekoče-tekoče 
LOD: meja zaznave 
LOQ: meja določitve 
MALDI: ionizacija v matriksu z lasersko desorpcijo 
MRM: način MS/MS snemanja z izbranimi starševskimi in produktnimi ioni (Multiple 
Reaction Monitoring) 
NL: način snemanja s cepitvijo nevtralnih molekul (neutral loss) 
NMR: jedrska magnetna resonanca 
MS: masna spektrometrija 
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RI: lomni količnik 
RSD: relativni standardni odklon 
Rt: retencijski čas 
SD: standardni odklon 
SLE: podprta tekočinska ekstrakcija (supported liquid extraction) 
SPE: ekstrakcija na trdem nosilcu  
TEMPO: 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil 
UHPLC: tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti  






Lignin je kompleksen in heterogen aromatski biopolimer. Skupaj s celulozo in hemicelulozo se 
nahaja v stenah rastlinskih celic. Tam tvori močno prepleteno mrežasto strukturo, ki rastlini 
zagotavlja mehansko trdnost ter jo ščiti pred škodljivimi organizmi (1). 
 
1.1 SESTAVA LIGNINA 
 
Lignin je sestavljen iz fenilpropanoidnih aril-C3 enot, ki so med sabo povezane z eternimi in 
C-C vezmi. Nastane z radikalsko polimerizacijo gvajacilnih (G) enot iz prekurzorja koniferil 
alkohola, siringilnih (S) enot iz prekurzorja sinapil alkohola ter p-hidroksifenilnih (H) enot iz 
prekurzorja p-kumaril alkohola (2). Na sliki 1 je shematsko prikazana struktura lignina ter 
njegovih osnovnih gradnikov v prosti in vezani obliki. 
 
Slika 1: Shematski prikaz strukture lignina ter posameznih podenot v prosti in vezani obliki 
 
Deleži posameznih podenot v ligninu se od vrste do vrste precej razlikujejo. Lignin v trdem 
lesu vsebuje večinoma koniferil alkohol, v mehkem lesu vsebuje velik delež tako koniferil kot 
sinapil alkohola, v travah pa najdemo vse tri podenote. Podenote oz. osnovni gradniki so med 
sabo tudi različno povezane, najpogosteje z eternimi vezmi (še posebej β-O-4). Posledica te 





1.2 NASTANEK IN UPORABA LIGNINA 
 
Vsako leto pri proizvodnji papirja kot stranski produkt nastane okoli 50 milijonov ton lignina, 
v porastu pa je tudi proizvodnja biogoriv, kjer naj bi do leta 2022 proizvedli kar 62 milijonov 
ton lignina letno (3). Kljub temu, da ima ta kot bogat obnovljiv vir aromatskih molekul 
precejšen potencial za predelavo v kemikalije in goriva z dodano vrednostjo, pa še vedno velja 
za odpadni produkt in služi kot nizkokakovostno gorivo za sežig. To je predvsem posledica 
zahtevnosti predelave lignina, ki je odporen na razgradnjo, ima heterogeno sestavo, nastali 
produkti pa zaradi strukturne heterogenosti zahtevajo obsežne postopke ločevanja in čiščenja. 
 
 1.3 RAZGRADNJA LIGNINA 
 
Zanimanje za lignin in njegovo valorizacijo je zaradi energetske krize še posebej zraslo v 
zadnjih letih. Raziskuje se predvsem možnosti okolju bolj prijazne razgradnje s pomočjo 
mikroorganizmov. Znano je, da so v naravi nekatere glive in bakterije že razvile metabolne 
sisteme za učinkovito razgradnjo lignina, ki bi jih morda lahko ciljano uporabili za razgradnjo 
odpadnega lignina v produkte z dodano vrednostjo. Do sedaj so bile podrobneje raziskane 
predvsem glive, in sicer glive bele in rjave trohnobe. Te lignin razgrajujejo z izločanjem 
številnih encimov, kot so peroksidaze (lignin in mangan peroksidaze) ter lakaze (4). Kljub 
opravljenim obsežnim raziskavam pa glive za komercialne biokatalitične procese 
depolimerizacije lignina zaradi kompleksnosti njihovih encimov niso uporabne.  
Bakterijska razgradnja lignina je v primerjavi z glivno do sedaj precej manj raziskana, ker so 
ligninolitični encimi v bakterijah prisotni v precej manjših količinah. Kljub temu bakterije 
zaradi enostavne kultivacije potencialno predstavljajo boljšo rešitev za uporabo lignina, poleg 
tega pa so stabilnejše v ekstremnih pogojih (nizek ali visok pH, temperatura, anaerobni pogoji), 
kar je dobrodošla prednost (5). 
 
1.3.1 BAKTERIJSKI ENCIMI ZA RAZGRADNJO LIGNINA 
 
Bakterije proizvajajo številne oksidativne encime, ki sodelujejo pri depolimerizaciji in 
modifikaciji lignina in se nekoliko razlikujejo od glivnih encimov. Pomembno vlogo igrata 





1.3.1.1 DyP PEROKSIDAZE (Dye decolorizing peroxidases) 
 
Peroksidaze tipa DyP so encimi iz družine hem peroksidaz in so prisotne v glivah, rastlinah, 
največ pa v bakterijah. Nabor njihovih substratov je širok; med drugim delujejo na številna 
sintetična barvila (od tod izvira tudi njihovo ime - dye decolorizing peroxidases), fenole, veratril 
alkohol, β-karotene in tudi lignin. Glede na njihovo strukturo oz. zaporedje aminokislin 
peroksidaze razvrščamo v štiri razrede, poimenovane A, B, C in D. Encimi razreda D so glivni, 
ostali so bakterijski. Pri nekaterih Dyp peroksidazah je bila že dokazana ligninolitična aktivnost 
na dimernih modelih lignina veratrilglicerol-β-gvajakol in gvajacilglicerol-β-gvajakol etru, pri 




Lakaze so encimi, ki so v naravi zelo široko razširjeni. Prisotni so v višjih rastlinah, glivah, kot 
tudi v bakterijah in celo v insektih. Uvrščamo jih med polifenolne oksidazne encime. V svojem 
katalitičnem centru vsebujejo atome bakra, zato jih imenujemo tudi (multi)bakrove oksidaze.  
Delujejo tako, da katalizirajo oksidacijo substratov, ki so lahko fenolne ali pa nefenolne 
aromatske spojine, ob sočasni redukciji kisika do vode (7). Pri teh reakcijah poteka prenos 
elektronov od substrata do molekule kisika, ki je njihov končni akceptor, preko štirih atomov 
bakra v katalitičnem centru lakaze.  
 
Lakaze se med sabo po funkciji zelo razlikujejo. Rastlinske lakaze katalizirajo polimerizacijo, 
torej sintezo lignina, medtem ko ga v bakterijah in glivah depolimerizirajo oz. razgrajujejo. 
Glivne lakaze so po odkritju veliko obetale, ker imajo v primerjavi z bakterijskimi višji redoks 
potencial, kar pomeni, da so zmožne oksidirati precej širši nabor substratov. Vendar pa so pri 
ekstremnih pogojih večinoma nestabilne, kar otežuje ali celo onemogoča njihovo uporabo v 
nekaterih industrijskih procesih. Bakterijske lakaze imajo dokazano veliko večjo termo- in 
halotoleranco, prav tako so zelo stabilne tudi v prisotnosti različnih inhibitorjev, zato se zdijo z 
vidika uporabe v industriji bolj obetavne (6, 8, 9). 
 
Razgradnja lignina v naravi se prične že pred popolnim razpadom celičnih sten, znotraj katerih 
se ta nahaja. Lakazni encimi so preveliki, da bi prehajali v notranjost sten, zato razgradnja 
poteka posredno, s pomočjo tako imenovanih mediatorjev. To so manjše molekule, ki služijo 
kot prenašalci elektronov. Lakaze jih oksidirajo do stabilnih intermediatov z visokim redoks 
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potencialom, ti nato difundirajo do substratnih mest na ligninu, jih oksidirajo, sami pa se pri 
tem reducirajo nazaj do začetne oblike (11). 
Med prvimi odkritimi umetnimi mediatorji je bil ABTS (2,2'-amino-bis(3-etilbenoztiazolin-6-
sulfonska kislina), uporabljen pri delignifikaciji pulpe z lakazami. Kasneje so ga zamenjali z 
novejšimi, kot so HBT (1-hidroksibenzotriazol), vialuronska kislina, TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oksil) in N-hidroksiacetanilid (7). Čeprav uporaba mediatorjev precej 
izboljša delovanje lakaz, pa težavo pri umetnih mediatorjih predstavljata visoka cena in 
toksičnost (10). Danes je znano, da lahko tudi sami fenoli, ki nastanejo pri razgradnji lignina, 
kot sta siringaldehid in acetosiringon, delujejo kot naravni mediatorji (11). 
 
Ena izmed prednosti lakaz je tudi to, da pri reakcijah ne proizvajajo toksičnega vodikovega 
peroksida kot mnoge druge oksidaze (7). Prav tako za delovanje ne potrebujejo kofaktorjev, 
zaradi česar so še bolj zanimive za uporabo v industriji. Danes jih že uporabljajo v papirni in 
tekstilni industriji, pri razvoju biosenzorjev in drugje (8). 
 
1.4 DOLOČANJE PRODUKTOV RAZGRADNJE LIGNINA 
 
V biorafinerijah je poskus valorizacije lignina in produktov njegove razgradnje zaradi velikih 
pridelanih količin postal ena izmed prioritet. Pri razumevanju procesov razgradnje in 
preučevanju nastalih produktov pa je ključnega pomena natančno poznavanje njegove 
strukture. Ta je namreč zelo kompleksna in se glede na vir lignina tudi močno razlikuje.   
Za namen preučevanja strukture so zato že razvili številne analizne metode, in sicer tako za 
analize celotne strukture kot tudi posameznih monomerov, preko analize produktov razgradnje. 
Pri preučevanju celotne strukture je mogoče s pomočjo spektroskopskih metod, kot so 
ultravijolična spektroskopija (UV), infrardeča spektroskopija s Fourierjevo transformacijo 
(FTIR) in jedrska magnetna resonanca (NMR), pridobiti informacije o tipih vezi, funkcionalnih 
skupinah in kemijskem stanju atomov v makromolekuli lignina (12). Za določitev posameznih 
produktov razgradnje pa so v uporabi kromatografske metode (navadno plinska, pa tudi 
reverznofazna tekočinska kromatografija), sklopljene z masno spektrometrijo (12).  
1.4.1 PRIPRAVA VZORCEV  
 
Pod pripravo spadajo vsi postopki, ki jih je na vzorcu potrebno izvesti pred samo analizo. 
Mednje spadajo tehtanje, redčenje, ekstrakcija, filtracija itd. Navadno predstavlja najbolj 
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dolgotrajen proces celotne analize, a je nujen, ker večina vzorcev ni primerna za direktno 
analizo oz. pa bi z le-to dobili slabe rezultate. 
Cilj postopkov priprave je dobiti tak vzorec, ki ima relativno malo interferenc, ki bi motile 
določanje analitov in čigar matriks je kompatibilen z analitsko metodo. Poleg tega pa mora biti 
analit v vzorcu prisoten v dovolj visoki koncentraciji, torej nad mejo detekcije uporabljene 
metode (13, 14). 
1.4.1.1 EKSTRAKCIJA 
 
Ekstrakcija je ena izmed tehnik, ki so bile razvite za separacijo in koncentriranje vzorcev, ki jih 
zaradi prenizke koncentracije analita ali pa kompleksne matrice drugače ni mogoče analizirati. 
Vse temeljijo na razlikah v fizikalno-kemijskih lastnostih komponent v zmesi oz. vzorcu, kot 
so topnost, velikost molekul, polarnost, naboj, itd.. 
Poznamo več tipov ekstrakcij, pri vseh pa je osnova za ločbo komponent njihova porazdelitev 
med dve fazi, in sicer se glede na lastnosti posameznih snovi med fazama vzpostavi kemijsko 
ravnotežje. Eno fazo predstavlja vzorec, druga je odvisna od tipa ekstrakcije. Zelo pogosto se 
uporabljata ekstrakcija s topili oz. ekstrakcija 'tekoče-tekoče', pri kateri sta obe fazi tekočini in 
pa ekstrakcija na trdnem nosilcu z eno fazo v tekočem, drugo pa v trdnem stanju. Neke vrste 
kombinacijo med omenjenima predstavlja podprta tekočinska ekstrakcija (ang. Supported 
liquid extraction, SLE), pri kateri sta obe fazi sicer v tekočem stanju, a je ena imobilizirana na 
nosilcu. Poleg teh se pri tekočih vzorcih uporablja tudi superkritična tekočinska ekstrakcija (14, 
15). 
 
EKSTRAKCIJA NA TRDNEM NOSILCU 
 
Ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. Solid phase extraction, SPE) se v največji meri uporablja 
za čiščenje vzorcev pred analizo s plinsko ali tekočinsko kromatografijo. Tako iz vzorca 
učinkovito odstranimo komponente matriksa, ki bi lahko motile nadaljnjo analizo.  
Princip SPE je podoben principu ekstrakcije tekoče-tekoče (LLE), in sicer prav tako temelji na 
porazdelitvi topljencev med dve snovi. V primeru LLE sta to dve ne mešajoči se tekoči fazi, pri 
SPE pa tekoča (matriks vzorca oz. topilo z analiti) ter trdna faza (sorbent). Vzorec nanesemo 
na sorbent, pri čemer se analit nanj adsorbira, ostale prisotne spojine pa lahko enostavno 





SPE poteka v naslednjih korakih (slika 2):  
• Kondicioniranje: v prvem koraku sorbent omočimo in ga s tem aktiviramo. Topilo za 
kondicioniranje je navadno po polarnosti podobno elucijskemu topilu ter drugačno od 
matriksa vzorca, s katerim pa se mora vseeno mešati (pogosto je v uporabi npr. 
metanol). Na koncu topilo, ki je še ostalo na sorbentu, speremo s topilom, v katerem je 
kasneje raztopljen vzorec (17). 
• Nanos vzorca: na kondicioniran sorbent nanesemo vzorec tako, da ta na osnovi 
gravitacije, nadtlaka ali vakuumskega prečrpavanja prehaja sorbent, pri čemer se nanj 
vežejo nekatere komponente vzorca, med njimi tudi analiti. Hitrost pretoka tu 
predstavlja pomemben parameter, ki ga je treba optimizirati in nadzorovati (19).  
• Spiranje: v tem koraku iz vzorca selektivno odstranimo nezaželene komponente oz. 
interference tako, da kolono speremo s topilom. Izberemo takšno topilo, ki ima afiniteto 
do interferenc, do analita pa zelo slabo oz. je nima. 
• Sušenje: sorbent posušimo, običajno v toku dušika ali pa s prečrpavanjem zraka preko 
kolone. Namen sušenja je, da iz kolone odstranimo še preostali vzorec in topilo. Tako 
dobimo bolj koncentriran ekstrakt s konstantnim volumnom in sestavo. Sušenje je še 
posebej pomembno pri uporabi elucijskih topil, ki se ne mešajo z matriksom vzorca 
(ponavadi voda), saj voda, ki ostane na sorbentu vpliva na elucijo, posledica česar so 
slabi izkoristki ter slaba ponovljivost. 
• Elucija analitov: v zadnjem koraku s kolone speremo še analit. Pri tem izberemo topilo 
z visoko afiniteto do analita. Paziti pa je treba tudi, da je kompatibilno s končno analizno 
metodo. Za HPLC to pomeni, da mora biti podobno mobilni fazi, za GC pa, da mora 
biti hlapno. 
 
Slika 2: Shematski prikaz ekstrakcije na trdno fazo 
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Sorbente, ki jih uporabljamo pri SPE, sestavljajo rigidni, največkrat polimerni, delci z 
definirano velikostjo in poroznostjo, ki imajo veliko specifično površino. Tip sorbenta 
izberemo glede na lastnosti analita in matriksa. Glede na tip sorbenta SPE delimo na: 
 
• Normalnofazno. Uporablja se pri polarnih analitih v delno polarnem do nepolarnem 
matriksu. Stacionarna faza je modificiran silikagel, ki ima na površino pripete 
polarne funkcionalne skupine in torej z analitom tvori polarne interakcije. 
• Reverznofazno. Uporablja se pri delno polarnih do nepolarnih analitih v polarnem 
matriksu. Nepolarna stacionarna faza je navadno iz modificiranega silikagela, ki ima 
na površinske silanolne skupine pripete hidrofobne alkilne ali arilne funkcionalne 
skupine. Retencija analita na stacionarni fazi je tu posledica hidrofobnega efekta. 
Novejše reverznofazne SPE uporabljajo polimerne sorbente, recimo polistiren 
divinilbenzen in podobni. Odlikuje jih večja ponovljivost ekstrakcije, široko 
območje polarnosti.  
• Ionsko-izmenjevalno. Uporablja se pri analitih, ki v raztopini ionizirajo. Za 
anionske analite uporabljamo stacionarno fazo, ki ima na površino silikagela pripete 
alifatske kvarterne aminske skupine s pozitivnim nabojem, za kationske analite pa 
alifatske sulfonske ali karboksilne skupine z negativnim nabojem. Med analitom in 
stacionarno fazo z nasprotnim nabojem se tako tvorijo elektrostatske interakcije. 
• Adsorpcijsko. Uporablja se tako pri polarnih kot pri nepolarnih analitih, ki s 
stacionarno fazo tvorijo različne tipe interakcij. Trdna faza je na osnovi silanola 
(SiOH), florisila (MgO∙SiO2) ali aluminijevega oksida (Al2O3) (15, 18). 
 
V primerjavi z nekoliko zastarelo ekstrakcijo tekoče-tekoče (LLE) ima SPE številne 
prednosti, med drugim velik izkoristek, ekstrakt je čistejši in vsebuje višjo koncentracijo 
analita, lažja avtomatizacija, večja kompatibilnost z instrumentalnimi analizami in manjša 
poraba organskih topil (18). 
 
1.4.2 INSTRUMENTALNA ANALIZA  
 
1.4.2.1 HPLC (high-performance liquid chromatography) 
 
Kromatografija je separacijska metoda, ki temelji na ločevanju molekul glede na razlike med 
njimi (odvisno od tipa kromatografije se ločijo glede na razlike v strukturi, naboju, velikosti 
molekul…). V splošnem poteka tako, da se vzorec premika skozi sistem, v katerem je prisotna 
stacionarna faza. Različne molekule v vzorcu imajo različno afiniteto do slednje in se 
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posledično ločijo. Molekule, ki tvorijo s stacionarno fazo močnejše interakcije, se po sistemu 
premikajo počasneje od tistih s šibkejšimi interakcijami. Poznamo veliko različnih vrst 
kromatografije. Glede na mehanizem separacije jih delimo na adsorpcijsko in porazdelitveno, 
glede na položaj stacionarne faze na planarno in kolonsko ter glede na mobilno fazo na 
tekočinsko in plinsko kromatografijo. Zadnji dve delimo dalje glede na uporabljeno mobilno 
fazo, ki je v tekočem ali pa v plinastem stanju (20). 
Tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti oz. HPLC (high-performance liquid 
chromatography) se je v 60. letih prejšnjega stoletja razvila kot izboljšana verzija že prej 
obstoječe tekočinske kromatografije. V primerjavi s slednjo ima HPLC številne prednosti. Je 
precej hitrejša, občutljivejša, ima boljšo resolucijo, zanjo potrebujemo manj topil, na voljo pa 
je širok nabor stacionarnih faz. Uporablja se tako v analitske kot tudi v preparativne namene. 
(20). Še izboljšana verzija HPLC pa je tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (ultra 
high performance liquid chromatography oz. UHPLC). Pri UHPLC so delci stacionarne faze še 
manjši kot pri HPLC (pri HPLC ti merijo 3-5 µm, pri UHPLC pa 2 µm ali manj), kolone imajo 
manjši premer. Zaradi manjših delcev in ožjih kolon so pri UHPLC potrebni višji tlaki in 
posledično močnejše črpalke. Ima pa zato UHPLC številne prednosti, kot so krajši čas analize, 
manjšo porabo topil, višjo občutljivost in boljšo ločbo (22). 
Glede na mehanizem, po katerem se komponente vzorca ločijo, poznamo več tipov HPLC, 
najpogosteje pa se uporablja porazdelitvena kromatografija, ki jo dalje delimo na normalno- in 
reverznofazno. Pri normalnofazni kot stacionarno fazo uporabljamo sam silikagel ali pa 
silikagel s kemijsko pripetimi polarnimi neionskimi funkcionalnimi skupinami. Mobilna faza 
je v tem primeru nepolarno topilo (npr. heksan). Pri reverznofazni je stacionarna faza silikagel, 
na katerega so pripete različno dolge verige alkanov, najpogosteje C18 (oktadecil). Za polarno 
mobilno fazo pa se navadno uporablja voda, metanol, acetonitril in modifikatorji pH (ocetna, 
mravljična) ter nekatere soli za pripravo pufrov. Molekule vzorca tvorijo s stacionarno fazo 
hidrofobne interakcije; najbolj hidrofobne se na koloni zadržijo najdlje (22, 23, 24). 
HPLC sistem je sestavljen iz črpalke, injektorja, kolone, detektorja in računalnika z ustrezno 
programsko opremo.  
Črpalka potiska mobilno fazo z vzorcem skozi kolono. Pomembno je, da skoznjo zagotavlja 
natančen, ponovljiv in nepulzirajoč pretok. V koloni ustvari visoke tlake, in sicer do 400 bar pri 
HPLC ter do 1300 bar pri UHPLC (21, 22).   
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Sestava mobilne faze je lahko ves čas enaka (izokratska elucija) ali pa se med analizo gradientno 
spreminja (gradientna elucija), kar se mnogokrat uporablja za skrajšanje retencijskega časa 
komponent z visoko afiniteto do stacionarne faze ob sočasni ohranitvi dobre ločbe ostalih. Pri 
gradientni eluciji potrebujemo dve ali več različnih mobilnih faz, ki se pred vstopom v kolono 
mešajo v različnih razmerjih (23). 
Vloga injektorja je, da prenese vzorec v mobilno fazo tik preden ta vstopi v kolono. Obstaja 
več vrst injektorjev, najpogosteje uporabljen pa je tako imenovani vrtljivi injektor z zanko s 
stalnim volumnom (loop injector), ki med injiciranjem ne prekine pretoka mobilne faze, kar 
ohranja dobro ponovljivost rezultatov. Deluje tako, da najprej vzorec z iglo injicira v zunanjo 
zanko, ki je del injektorja, nato pa z odprtjem ventila preusmeri tok mobilne faze tako, da ta 
teče skozi zanko naprej v kolono (20, 22). 
Kolona je dolga ozka cev, napolnjena s stacionarno fazo, kjer poteka dejanska ločba. Ko 
skoznjo teče mobilna faza z vzorcem, tvorijo različne komponente vzorca s stacionarno fazo 
različno močne interakcije in se na podlagi tega ločijo. Močnejše kot so interakcije med 
stacionarno fazo in molekulo iz vzorca, dlje se bo slednja zadrževala v koloni oz. daljši 
retencijski čas bo imela. Kolone so navadno narejene iz nerjaveče kovine, lahko pa so tudi iz 
umetne mase ali stekla. Na voljo so v različnih dolžinah, premerih in polnjene z delci različnih 
velikosti ter materialov. Ti so največkrat iz silikagela, na površino katerega je vezana 
stacionarna faza. Za najbolj efektivno ločbo se je treba odločiti za kolono z optimalnimi 
lastnostmi za našo analizo, seveda v kombinaciji z optimalno mobilno fazo. Mnogokrat se 
uporabljajo tudi tako imenovane predkolone, ki so nameščene med injektorjem in analitsko 
kolono z namenom zaščite slednje pred morebitno kontaminacijo zaradi mobilne faze ali vzorca 
(20, 21).  
1.4.2.2 Detektorji pri HPLC 
 
Detektor je nameščen na koncu kolone in prevede spremembo koncentracije topljenca v mobilni 
fazi v električni signal. Poznamo več vrst detektorjev, najširše uporabljeni so taki, ki temeljijo 
na UV-Vis in fluorescenčni spektrofotometriji, določanju lomnega količnika in elektrokemični 
analizi (20). 
UV-VIS detektorji merijo absorbanco UV in vidne svetlobe. Uporabljajo se takrat, ko analit 
vsebuje močan kromofor. Za organske snovi, ki del absorbirane UV-VIS svetlobe emitirajo pri 
nižji valovni dolžini, se uporabljajo fluorescenčni detektorji, ki so v primerjavi z UV-Vis 
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detektorji tudi veliko bolj občutljivi. Pogosto je možno po predhodni derivatizaciji z njimi 
določiti tudi analite, ki sicer ne bi fluorescirali. Detektorji lomnega količnika (RI) merijo, 
kakšna je razlika med lomnima količnikoma same mobilne faze in mobilne faze z analiti. Ti 
detektorji imajo slabšo občutljivost kot fotometrični. Niso primerni za uporabo pri gradientni 
eluciji, saj zaznajo vsako spremembo v lomnem količniku mobilne faze, ki pa se pri gradientni 
eluciji ves čas spreminja. Med elektrokemijske detektorje spadajo amperometrični in 
konduktometrični detektorji. Prvi so sicer zelo občutljivi, a uporabni le pri analitih, ki se lahko 
reducirajo ali oksidirajo. Drugi so manj občutljivi, uporabni pa so za zaznavanje ionov, zato so 
v uporabi predvsem pri ionski izključitveni kromatografiji. Če želimo o analitu dobiti še 
dodatne informacije, lahko vzorec po HPLC ločbi še dodatno analiziramo z jedrsko magnetno 
resonanco (NMR), infrardečo spektrometrijo (IR) ali masno spektrometrijo (MS) (20, 24). 
HPLC-ji so povezani z računalniškim sistemom, ki zbira in obdeluje podatke iz detektorja ter 
rezultat prikaže v obliki kromatograma. S primerno programsko opremo pa je mogoče 
nadzorovati tudi druge funkcije, kot so kontrola avtomatskega injektorja in gradienta mobilnih 
faz ter zbiranje posameznih frakcij vzorca v primeru preparativne kromatografije (20).  
1.4.2.3 MASNA SPEKTROMETRIJA  
 
Masna spektrometrija je zelo občutljiva analitska tehnika, s katero je mogoča identifikacija in 
kvantifikacija analitov preko določanja mas njihovih molekul oziroma njihovih delov, t.j. 
fragmentnih ionov. Deluje tako, da molekule iz vzorca najprej ionizira, potem pa jih v plinski 
fazi loči glede na razmerje med njihovo maso in nabojem (m/z) (25, 26). 
Prvi korak pri analizi z masnim spektrometrom je torej ionizacija molekul v vzorcu. Za to 
obstajajo različne metode, izbira primerne je odvisna od tipa kromatografije (oz. od sestave 
vzorca, ki vpliva na izbiro slednje). Delimo jih na metode trde in mehke ionizacije. 
Najpogostejši način trde ionizacije je EI oz. ionizacija z elektroni, ki je ena izmed najstarejših 
metod. Ioni nastanejo kot rezultat obstreljevanja molekul vzorca z elektroni v vakuumu in imajo 
zelo visoko energijo (70 eV), celo višjo, kot bi bila potrebna za samo ionizacijo. Zato precejšnji 
delež nastalih molekulskih ionov med analizo razpade na manjše fragmente. EI se uporablja le 
pri manjših molekulah z maso do 600 Da. Pod mehko ionizacijo uvrščamo metode, ki ne 
povzročajo tako obsežne fragmentacije analita. To so kemijska ionizacija (CI), obstreljevanje s 
hitrimi atomi (FAB) in ionizacija pod atmosferskim pritiskom (API), pod katero spadajo 
ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ESI), ionizacija v matriksu z lasersko 
desorpcijo (MALDI) ter ionizacija z razprševanjem pri atmosferskem tlaku (APCI). Od teh se 
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največ, in v sklopitvi s HPLC, uporablja ESI. Ionizacija poteka tako, da se naboj prenese na 
kapljice topila z vzorcem, ki jih razpršujemo v vakuumski prostor. Hlapno topilo se tam 
odstrani, ostanejo pa ioni. Z ESI lahko ioniziramo tudi večje polarne analite. Pri plinski 
kromatografiji, sklopljeni z masno spektrometrijo se navadno uporabljata EI ali CI, pri 
tekočinski pa ESI ali APCI (25, 27, 28, 30). 
Naslednja komponenta spektrometra je masni analizator, kjer se nastali ioni ločijo. Tudi tu 
obstaja več tipov z različnimi načini ločbe: 
Analizatorji na osnovi časa preleta ionov (time-of-flight) ločijo mase na osnovi časa, ki ga 
ioni porabijo, da prepotujejo razdaljo od ionskega vira do detektorja. Njihova hitrost je obratno 
sorazmerna z maso, torej so lažji ioni hitrejši od težjih in detektor dosežejo prej (31). 
Kvadrupolni analizatorji so sestavljeni iz štirih paralelnih elektrod v obliki palic, med 
katerimi potujejo ioni. Potencial dveh sosednjih elektrod je po intenziteti enak, a ima nasprotni 
predznak. Le ioni z določenim m/z razmerjem (oz. znotraj definiranega m/z intervala) dosežejo 
detektor, ostali pa trčijo v elektrode, kjer se razelektrijo in tam tudi ostanejo. S spreminjanjem 
napetosti in frekvence lahko dosežemo prepuščanje želenih ionov s točno določenim m/z 
razmerjem.  
Magnetni sektorski analizatorji ione ločijo z uporabo magnetnega polja, ki je usmerjeno 
pravokotno na tok ionov. Ioni različnih mas potujejo po krivuljah z različnimi radiji, na osnovi 
česar se ločijo. 
Analizatorji z ionsko pastjo imajo drugačen princip delovanja od zgoraj naštetih. Tu so ioni 
ujeti v manjšem prostoru (pasti). Tam jih zadržuje kombinacija magnetnih, elektrostatskih in/ali 
radiofrekvenčnih električnih sil, ob spreminjanju katerih ioni točno določenih m/z razmerij 
zapustijo prostor in dosežejo detektor. Sem spadajo kvadrupolni in linearni analizator z ionsko 
pastjo, orbitrap ter ionski ciklotronsko-resonančni analizator (25, 27). 
1.4.2.4 TANDEMSKA MASNA SPEKTROMETRIJA (MS/MS) 
 
Za izboljšanje selektivnosti, specifičnosti, ponovljivosti in občutljivosti MS analize se pogosto 
uporablja tandemska masna spektrometrija. Pri kvadrupolnih MS/MS sta tako zaporedno 
vezana dva masna analizatorja (Q1 in Q3), med njima pa je še en kvadrupol (Q2), ki služi kot 
kolizijska celica. To zagotavlja boljšo selektivnost, občutljivost ter (še posebno v primeru 
sklopitve MS/MS s tekočinsko kromatografijo) zniža dovzetnost za vpliv interferenc.  
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Glede na potrebe analize je v kvadrupolnih analizatorjih mogoče izbirati med različnimi načini 
delovanja; v nadaljevanju so opisani samo tisti, ki smo jih pri naših analizah uporabljali.  
Pri načinu snemanja čez celotno območje m/z (full scan) en masni analizator - običajno je to 
prvi - naprej prepušča samo ione z maso znotraj vnaprej določenega intervala m/z. Ti nato brez 
fragmentacije potujejo naprej do detektorja, ki v vsaki časovni točki posname masni spekter 
vseh molekularnih ionov. S takim načinom snemanja pridobimo osnovne kvalitativne 
informacije o sestavi vzorca. Uporablja se, ko v vzorcu iščemo točno določen ion, pa tudi za 
preverjanje kontaminacije masnega spektrometra (25). 
Pri tako imenovanem načinu snemanja z izbranimi starševskimi in produktnimi ioni (multiple 
reaction monitoring, MRM) tandem deluje tako, da prvi masni analizator (imenujemo ga tudi 
filter) izbere t. i. prekurzorski ion s točno določenim m/z. Ta nato potuje preko kolizijske celice, 
kjer ob trku z molekulami plina razpade na manjše (produktne) ione, ki se usmerijo skozi drugi 
masni analizator, na koncu pa detektor posname masni spekter nastalih ionov (25). Tak način 
snemanja je primeren za tarčne analize, kjer želimo v vzorcu določiti znan in vnaprej določen 
analit. 
Način snemanja s cepitvijo nevtralnih molekul (NL oz. 'neutral loss') se uporablja za analize 
vzorcev, v katerih pričakujemo specifično vrsto fragmentacij. MS v tem načinu išče samo ione, 
ki pri fragmentaciji izgubijo točno določeno maso (predhodno jo izberemo), npr. odcep vode, 
pri čemer Q1 in Q3 filtrirata samo analite s prehodi, kjer pride do odcepa 18 Da. MS izbrane 
ione izolira (45). 
Kot detektor, ki zazna in izmeri prisotnost posameznih fragmentnih ionov (torej končno 
informacijo o analitu) se najpogosteje uporablja elektronska pomnoževalka, poznamo pa še 
Faradayevo kletko in fotopomnoževalke. Signal detektor nato pošlje računalniškemu sistemu, 
ta pa ga prikaže v digitalni obliki (25, 27). 
1.4.2.5 SKLOPITEV TEKOČINSKE KROMATOGRAFIJE Z MASNO SPEKTROMETRIJO (LC/MS) 
 
Sklopitev kromatografije z masno spektrometrijo se je izkazala za zelo dobro analitsko orodje, 
saj izkoristi prednosti obeh metod in nam daje zelo veliko informacij o vzorcu naenkrat. Vzorec 
se v kromatografski koloni najprej loči na posamezne komponente, te pa nato prehajajo naprej 
v masni spektrometer. Tako pridobimo še informacije o nabojih in masah prisotnih spojin, 
njihovi fragmentaciji ter intenziteti signalov. Sklopljene tehnike so primerne tudi za 
kompleksnejše vzorce, kot so npr. okoljski ali biološki vzorci. Z masno spektrometrijo lahko 
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sklopimo tako plinsko kot tudi tekočinsko kromatografijo, vendar lahko s plinsko analiziramo 
le manjše, sorazmerno nepolarne in temperaturno stabilne molekule. LC/MS na drugi strani 
omogoča analizo večine organskih molekul, tudi velikih, polarnih, ioniziranih, termično 





2. NAMEN DELA 
 
Zaradi želje po zmanjšanju potrošnje omejenih naravnih virov in količine vsakodnevno 
proizvedenih odpadkov se vsepovsod po svetu vedno bolj uveljavlja koncept krožnega 
gospodarstva, ki temelji na ponovni uporabi in recikliranju materialov. Medtem ko številne 
odpadne produkte danes že učinkovito predelujejo, pa slednje ne velja za lignin, nastajajoč 
predvsem pri proizvodnji biogoriv in papirja. Lignin je po strukturi kompleksen polimer, 
sestavljen iz različnih, med seboj povezanih fenolnih enot. Predstavlja odličen obnovljiv vir 
aromatskega ogljika, zaradi česar bi produkti njegove razgradnje utegnili biti uporabni.  
Lignin je sicer široko prisoten v naravi, nahaja se v rastlinskih celičnih stenah. Tam ga 
razgrajujejo glive in bakterije, ki imajo za to razvit encimski sistem. Uporaba mikroorganizmov 
in njihovih encimov bi lahko predstavljala učinkovit in okolju prijazen način za razgradnjo 
velikih količin v industriji nastalega odpadnega lignina, zato se nanje osredotoča vedno več 
raziskav. 
Magistrsko delo bo izvedeno v okviru evropskega projekta APPLAUSE, katerega glavni 
nosilec je Mestna občina Ljubljana. Projekt se osredotoča na v Sloveniji prisotne tujerodne 
rastlinske vrste, natančneje, išče načine, kako bi te koristno uporabili. Iz rizosfere (prsti ob 
koreninah) tujerodnega japonskega dresnika so izolirali bakterije, pri katerih so dokazali 
sposobnost izločanja ligninolitičnih encimov iz razreda lakaz. Lignin so izpostavili izbranim 
sevom bakterij in iz njih izoliranih encimom. 
S tem magistrskim delom želimo odgovoriti na vprašanje: Ali je v katerem od vzorcev lignina, 
izpostavljenega bakterijam prišlo do biorazgradnje? Če je odgovor »da«, kateri produkti so pri 
tem nastali? V ta namen bomo najprej razvili in optimizirali tarčno analizno metodo za 
določanje produktov razgradnje. Potekala bo na tekočinskem kromatografu ultra visoke 
ločljivosti sklopljenem s tandemskim masnim spektrometrom (UHPLC-MS/MS). V metodo 
bomo vključili nabor spojin, ki jih bomo predhodno po pregledu literature definirali kot 
potencialne razgradne produkte. Ustreznost analizne metode bomo nato potrdili na standardnih 
raztopinah omenjenih spojin. Ovrednotili bomo linearnost, točnost, specifičnost, meji zaznave 
in določitve, ponovljivost priprave vzorca ter učinkovitost ekstrakcije. 
V nadaljevanju bomo razvito metodo uporabili za analizo realnih vzorcev lignina, 
izpostavljenega lignolitičnim encimom in bakterijam, ki jih bomo dobili na Odseku za znanosti 
o okolju Instituta Jožef Stefan. V primeru, da predvidenih produktov razgradnje v vzorcih ne 
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bomo določili, bomo na UPLC-MS/MS za pripravljene vzorce izvedli še netarčno analizo. S 
slednjo bomo preverjali, ali je v vzorcih nemara prišlo do razgradnje, vendar so pri tem nastali 
drugi produkti.   
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- 3-metoksisalicilna kislina (2-hidroksi-3-metoksibenzojska kislina): C8H8O4, Mr = 168,15 
g/mol, 95% (Fluorochem) 
- 4’-hidroksiacetofenon (1-(4-hidroksifenil)etanon): C8H8O2, Mr = 136,15 g/mol, 98% (Acros 
Organics) 
- evgenol (2-metoksi-4-(prop-2-en-1-il)fenol): C10H12O2, Mr = 164,08 g/mol, 98% 
(Fluorochem) 
- p-hidroksibenzaldehid (4-hidroksibenzaldehid): C7H6O2, Mr = 122,04 g/mol, 95% 
(Fluorochem) 
- p-hidroksibenzojska kislina (4-hidroksibenzojska kislina): C7H6O3, Mr = 138,12 g/mol, ≥99% 
(Acros Organics) 
- 4-hidroksifenilacetilna kislina (2-(4-hidroksifenil)acetilna kislina): C8H8O3, Mr = 152,15 
g/mol, 99% (Fluorochem) 
- 4-vinil gvajakol (4-etenil-2-metoksifenol): C9H10O2, Mr = 150,17 g/mol, ≥98% (Sigma 
Aldrich) 
- acetovanilon (1-(4-hidroksi-3-metoksifenil)etanon): C9H10O3, Mr = 166,17 g/mol, 95% 
(Fluorochem) 
- adipinska kislina (heksandiojska kislina): C6H10O4, Mr = 146,14 g/mol, ≥99,5% (Sigma 
Aldrich) 
- beta-hidroksipropiovanilon (3-hidroksi-1-(4-hidroksi-3-metoksifenil)propan-1-on): 
C10H12O4, Mr = 196,07 g/mol, 98% (Chemfaces) 
- cis,cis-mukonska kislina ((2Z,4Z)-heksa-2,4-diendiojska kislina): C6H6O4, Mr = 142,03 
g/mol, 97% (Fluorochem) 
- trans-ferulična kislina ((E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)prop-2-enojska kislina): C10H10O4, 
Mr = 194,06 g/mol, 99% (Sigma Aldrich) 
- gvajakol (2-metoksifenol): C7H8O2, Mr = 124,05 g/mol, ≥98% (Alfa Aesar) 
- katehol (benzen-1,2-diol): C6H6O2, Mr = 110,04 g/mol, ≥99% (Sigma Aldrich) 




- pirogalol (benzen-1,2,3-triol): C6H6O3, Mr = 126,11 g/mol, 99% (Acros Organics) 
- p-kumarična kislina ((E)-3-(4-hidroksifenil)prop-2-enojska kislina): C9H8O3, Mr = 167,14 
g/mol, ≥98% (Merck) 
- protokatehinska kislina (3,4-dihidroksibenzojska kislina): C7H6O4, Mr = 154,12 g/mol, 
≥99,5% (Sigma Aldrich) 
- vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid): C8H8O3, Mr = 152,15 g/mol, 99%, Sigma Aldrich 
- vanilinska kislina (4-hidroksi-3-metoksibenzojska kislina): C8H8O4, Mr = 168,15 g/mol, 




- acetonitril: CH3CN, Mr = 41,05 g/mol, čistost: LC-MS grade (J. T. Baker) 
- metanojska kislina: HCOOH, Mr = 46,03 g/mol, ≥98% (Sigma Aldrich) 
- metanol: CH3OH, Mr = 32,04 g/mol, čistost: LC-MS grade (J. T. Baker) 
- MQ voda: Milli-Q sistem za čiščenje vode (Institut Jožef Stefan) 
- amonijev acetat: CH3COONH4, Mr = 77,08 g/mol, ≥99,0% (Sigma Aldrich) 
- ocetna kislina: HCOOH, Mr = 60,05 g/mol, ≥99,8% (Sigma Aldrich) 




Razvito analizno metodo smo uporabili za preučevanje bakterijske razgradnje lignina. Vzorce 
so za nas pripravili v Laboratoriju za bioanalitiko na Odseku za znanosti o okolju Instituta Jožef 
Stefan. Pridobljeni so bili iz gojišč petih različnih sevov bakterije Paraburkholderia 
jirisanensis, kamor je bil kot vir ogljika za rast bakterij dodan lignin.  
 
3.2 PRIBOR IN APARATURE 
 
Laboratorijski pribor, drugi materiali ter aparature, ki smo jih pri delu uporabljali, so: 
-steklovina: čaše, kapalke, merilne bučke, merilni valji, steklene zbirne epruvete, viale 
-analitska tehtnica, proizvajalec Mettler-Toledo (model AT201) 
-Vortex, proizvajalec Domel d. o. o. (model Vibromix 10)  
-polavtomatske (0,5–10 µL, 2–20 µL, 10–100 µL, 100–1000 µL) in avtomatske (50–1200 µL) 
pipete ter nastavki, proizvajalec Eppendorf 
-hladilnik (2-5 °C) in zamrzovalnik (-18 °C), proizvajalec Gorenje 
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-ultrazvočna kopel  
-ostalo: spatula, aluminijasta folija, Parafilm M® 
 
Pri ekstrakciji smo uporabljali 96-mestne mikrotitrske plošče Oasis® HLB 3 mL/60 mg in 
sistem za nadtlačno SPE, oboje od proizvajalca Waters Corporation, za sušenje pa koncentrator 
vzorcev Dri-Block® DB 100/3 proizvajalca Techne®. 
Vzorce smo analizirali z Shimadzu Nexera X2 UHPLC, sklopljenim z masnim spektrometrom 
tipa kvadrupol z analizatorjem na zajetje ionov, QTRAP 4500 proizvajalca AB SCIEX. 
Uporabili smo koloni UPLC HSS T3 (10 cm × 2,1 mm, 1,8 µm) proizvajalca Waters 
Corporation in SUPELCO Ascentis® Express Phenyl-Hexyl HPLC column (10 cm × 2,1 mm, 






3.2.1 RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA LC-MS METODE 
 
3.2.1.1 PRIPRAVA RAZTOPIN  
 
Priprava osnovnih raztopin analitov 
Pripravili smo osnovne raztopine standardov s koncentracijo 1 mg/mL. V 10 mL merilno bučko 
smo natehtali po 10 mg posameznega standarda. Do oznake smo dopolnili s 50% raztopino 
metanola v vodi in 15 minut stresali v ultrazvočni kopeli. 
Standardi gvajakola, evgenola in 4-vinil gvajakola se nahajajo v tekočem stanju. Standardne 
raztopine s koncentracijo 1 mg/mL smo pripravili tako, da smo izračunan volumen standarda 
čistosti 98% ali več, ki ustreza 10 mg posamezne spojine (preglednica I) s pipeto prenesli v 10 
mL merilno bučko in nadaljevali po zgoraj opisanem postopku. Pripravljene standarde smo 
shranili v steklene viale in jih ovili s parafilmom. 
Preglednica I: Volumen analitov standardov za pripravo osnovnih raztopin 
ime spojine gostota volumen, ki ustreza 10 mg 
gvajakol 1,13 g/mL 8,9 µL 
evgenol 1,07 g/mL 9,4 µL 
4-vinil gvajakol 1,11 g/mL 9,0 µL 
 
Priprava delovnih raztopin za injiciranje posameznega analita 
Iz osnovnih raztopin standardov smo z redčenjem pripravili delovne raztopine koncentracij 1 
µg/mL in 100 ng/mL: 
-1 µg/mL: 10 µL posamezne osnovne raztopine smo prenesli v 10 mL bučke in s 50% raztopino 
metanola v vodi dopolnili do oznake. 
-100 ng/mL: 1 mL raztopine s koncentracijo analitov 1 µg/mL smo prenesli v 10 mL bučke in 
s 50% raztopino metanola v vodi dopolnili do oznake. 
Priprava raztopin zmesi analitov 
Za potrebe določitve kromatografskih pogojev smo analite razdelili v tri skupine, prikazane v 
preglednici. Za vsako od teh skupin smo pripravili zmes, v kateri je bila koncentracija analitov 
20 
 
1 µg/mL (katehol, gvajakol in 4-hidroksifenilacetilna kislina) oz. 100 ng/mL (ostali analiti), 
odvisno od tega, kako močan odziv smo pri posameznem analitu opazili v predhodnem koraku. 
V 10 mL bučke smo s pipeto dodali po 10 µL (katehol, gvajakol in 4-hidroksifenilacetilna 
kislina) oz. 1 µL (ostali analiti) osnovnih raztopin ter dopolnili do oznake s prečiščeno vodo. 
Na enak način smo pripravili še raztopino zmesi vseh analitov. Če ni drugače navedeno, se v 
nalogi omenjena 'zmes vseh analitov' vedno nanaša na to raztopino. 
Preglednica II: Skupine analitov  
SKUPINA 1 SKUPINA 2 SKUPINA 3 
piruvat katehol p-hidroksibenzaldehid 
pirogalol 4-hidroksiacetofenon p-hidroksibenzojska kislina 




acetovanilon p-kumarična kislina evgenol 
ferulična kislina 3-metoksisalicilna kislina vanilinska kislina 
beta-hidroksipropiovanilon gvajakol  
 
Priprava pufrov (mobilna faza B) 
0,01 M amonijev formiat: Najprej smo pripravili 1 M raztopino tako, da smo natehtali 1,263 
g amonijevega formiata, ga prenesli v 20 mL bučko in s prečiščeno vodo dopolnili do oznake. 
V 250 mL bučko smo odpipetirali 2,5 mL pripravljene raztopine in ponovno s prečiščeno vodo 
dopolnili do oznake. 
 
0,01 M amonijev formiat z 0,1% in 0,2% mravljično kislino: V dve 250 mL bučki smo 
odpipetirali po 2,5 mL prej pripravljene 1 M raztopine amonijevega formiata, dodali 250 µL 
(za koncentracijo 0,1%) oz. 500 µL (za koncentracijo 0,2%) ocetne kisline ter s prečiščeno vodo 
dopolnili do oznake. 
 
0,01 M amonijev acetat: Najprej smo pripravili 1 M raztopino tako, da smo natehtali 1,541 g 
amonijevega acetata, ga preneseli v 20 mL bučko in s prečiščeno vodo dopolnili do oznake. V 
250 mL bučko smo odpipetirali 2,5 mL pripravljene raztopine in ponovno s prečiščeno vodo 




0,01 M amonijev acetat z 0,1% ocetno kislino: V 250 mL bučko smo odpipetirali 2,5 mL prej 
pripravljene 1 M raztopine amonijevega acetata, dodali 250 µL ocetne kisline ter s prečiščeno 
vodo dopolnili do oznake.  
Vsako mobilno fazo smo pred uporabo za 15 minut postavili v ultrazvočno kopel, zato da smo 
izgnali zračne mehurčke in jo dobro premešali. 
 
3.2.1.2 INSTRUMENTALNI POGOJI 
 
Preglednica III: Končni pogoji instrumentalnih metod (UHPLC) 
METODA 1  
PARAMETRI UHPLC VREDNOST/TIP 
kolona Waters Acquity UPLC HSS T3 (2,1 × 100 mm; velikost 
delcev 1,8 µm) 
mobilna faza metanol (A) in prečiščena voda (B) 
elucijski gradient (%) (B): 99 (0-1 min), 99-40 (1-11 min), 40-0 (11-15 min), 
0 (15-16 min), 0-99 (16-16,5 min), 99 (16,5-24 min) 
pretok mobilne faze (mL/min) 0,3 
volumen injiciranja (µL) 1  
METODA 2  
PARAMETRI UHPLC VREDNOST/TIP 
kolona Waters Acquity UPLC HSS T3 (2,1 × 100 mm; velikost 
delcev 1,8 µm) 
mobilna faza metanol (A) in acetatni pufer (B) 
elucijski gradient (%) (B): 99 (0-1 min), 99-0 (1-10 min), 0 (10-11 min), 0-99 
(11-11,5 min), 99 (11,5-19 min) 
pretok mobilne faze (mL/min) 0,3 
volumen injiciranja (µL) 5  
 
Preglednica IV: Končni pogoji instrumentalnih metod (MS) 
PARAMETRI MS/MS  
(obe metodi) 
VREDNOST/TIP 




tlak sušilnega plina - curtain gas (psi) 40 
temperatura sušilnega plina (°C) 600 
tlak razpršilnega plina (psi) 40 
tlak plina v grelcu (psi) 45 
  
 
Preglednica V: Pogoji za netarčno analizo  
PARAMETRI VREDNOST/TIP 
vir ionizacije ESI+ (pozitivna ionizacija z razprševanjem 
v električnem polju) 
pregledno snemanje spektra (survey scan) način snemanja s cepitvijo nevtralnih 
molekul (neutral loss) 
odvisno snemanje spektra (dependent 
scan) 
način MS/MS snemanja s poudarjenimi 
produktnimi ioni (enhanced product ion) 
  
 
3.2.2 PRIPRAVA VZORCEV: EKSTRAKCIJA NA TRDNO FAZO 
 
Da bi iz vzorcev odstranili potencialno moteče komponente, smo jih pred LC-MS analizo 
pripravili s pomočjo ekstrakcije na trdnem nosilcu. Slednjo smo izvajali na 96-mestnih 
mikrotitrskih ploščah Oasis® HLB proizvajalca Waters, napolnjene s 60 mg reverznofaznega 
polimernega sorbenta, primernega za ekstrakcijo širokega spektra kislih, bazičnih in nevtralnih 
spojin. Za zagotavljanje višjega pretoka topil in vzorcev skozi kolone smo uporabljali SPE 
enoto proizvajalca Waters, ki s pomočjo dušika ustvarja ustrezen nadtlak.  
Ekstrakcijo smo izvedli po naslednjem postopku, ki smo ga predhodno razvili v našem 
laboratoriju in je primeren za širok spekter analitov glede na njihovo polarnost: 
1. kondicioniranje sorbenta: zaporedno 1 mL acetonitrila, 1 mL metanola ter 1 mL vode 
2. nanos vzorca (300 µL) 
3. spiranje sorbenta: 1 mL 5% raztopine metanola v vodi 
4. sušenje sorbenta: 20-minutno prepihovanje z dušikom (15 psi) 
5. elucija analitov: 1,5 mL 10% raztopine metanola v acetonitrilu 
 
Eluirane raztopine smo kvantitativno prenesli v steklene viale, kjer smo jih na aparaturi za 




3.2.3 VALIDACIJA ANALIZNE METODE 
 
V okviru validacije smo preverili naslednje parametre razvitih kromatografskih metod: 
selektivnost oz. specifičnost, linearnost, spodnji meji zaznave in določitve, izkoristek 
ekstrakcije ter ponovljivost celotne metode. 
Selektivnost metode  
Selektivnost metode glede na ozadje smo dokazali s prikazom odostnosti interferenc iz ozadja 
vzorca ob retencijskih časih iskanih analitov. Hkrati smo bili pozorni tudi na odsotnost 
kontaminacije v injektorju instrumentalnega sistema. Slepe vzorce so v našem primeru 
predstavljale raztopine matriksa, pripravljene z ekstrakcijo na trdnem nosilcu po enakem 
postopku kot vzorci. Sestava matriksa bo opisana v nadaljevanju tega poglavja. 
Za določanje učinka matriksa, izkoristka ekstrakcije ter učinkovitosti celotne priprave vzorca 
smo z ekstrakcijo na trdnem nosilcu pripravili tri serije vzorcev, vsako v petih alikvotih. 
Priprava je opisana v preglednici VI. Matriks, ki smo ga dodali k vzorcem A in B, predstavlja 
raztopina, ki je bila z izjemo dodatka ligninolitičnih bakterij pripravljena po popolnoma enakem 
postopku kot vzorci za analizo. Sestavlja jo gojišče (sestava opisana v preglednici VII), barvilo 
ABTS in lignin v obliki rastlinske biomase. 
Preglednica VI: Priprava raztopin za vrednotenje ekstrakcije in učinka matriksa (SPE) 
A B C 
KONDICIONIRANJE 
NANOS VZORCA: 
1 mL raztopine vseh  
analitov 
300 µL matriksa 
NANOS VZORCA: 
1 mL prečiščene vode 
300 µL matriksa 
 
NANOS VZORCA: 
1,3 mL prečiščene vode 
SPIRANJE + SUŠENJE + ELUCIJA 
REKONSTRUKCIJA: 
1 mL prečiščene vode 
REKONSTRUKCIJA: 
1 mL raztopine vseh analitov 
REKONSTRUKCIJA: 
1 mL raztopine vseh analitov 
 
Preglednica VII: Sestava gojišča 
Komponenta količina v 1 L H2O 
KH2PO4  1 g 
NH4Cl 0,29 g 
MgSO4•7H2O 0,5 g 
CaCl2•2H2O 0,01 g 
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kvasni ekstrakt 0,01 g 
CuSO4•5H2O 0,001 g 
Fe2(SO4)3 0,001 g 
MnSO4•H2O 0,001 g 
glukoza 0,2% 
 
Učinek matriksa oz. vpliv komponent matriksa na rezultate analize smo preučili tako, da smo 
primerjali površine pod krivuljami vzorcev B (z dodanim matriksom) in C (brez matriksa). Za 
izračun smo uporabili enačbo 1. Vrednosti, večje od 100%, kažejo na povečanje ionizacije, ki 
je posledica komponent matriksa, medtem ko manjše nasprotno kažejo na zaviranje ionizacije 
molekul analitov v prisotnosti matriksa (36). 
𝑢č𝑖𝑛𝑒𝑘 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑘𝑠𝑎 [%] =
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑖 𝐵 − 𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 5 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑜𝑣)
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑖 𝐶 −  𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 5 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑜𝑣)
∙ 100 
(Enačba 1) 
Izkoristek ekstrakcije smo določili s primerjavo odzivov analitov, ekstrahiranih s postopkom 
SPE (vzorci A) in analitov, ki smo jih dodali v matriks po ekstrakciji (vzorci B). Za izračun 
smo uporabili enačbo 2. 
𝑖𝑧𝑘𝑜𝑟𝑖𝑠𝑡𝑒𝑘 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒 [%] =
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑖 𝐴 −  𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 5 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑜𝑣)
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑖 𝐵 −  𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 5 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑜𝑣)
∙ 100 
(Enačba 2) 
Učinkovitost metode poleg izkoristka ekstrakcije upošteva še učinek matriksa. Določili smo ga 
s primerjavo odzivov vzorcev A z odzivom vzorcev C. 
𝑢č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑒 [%] =
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑖 𝐴 −  𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 5 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑜𝑣)
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑖 𝐶 −  𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑗𝑒 5 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑜𝑣)
∙ 100 
(Enačba 3) 
Ponovljivost metode smo določali iz rezultatov za vzorce A, rezultat pa smo za vsak analit 
posebej podali kot relativni standardni odklon (koeficient variacije – CV) rezultatov 5 alikvotov 








Linearnost in območje merjenja  
Za vrednotenje linearnosti smo pripravili 7 raztopin analitov različnih koncentracij, kot je 
prikazano v preglednici VIII. Vsaka je vsebovala zmes vseh analitov v koncentracijah, podanih 
v preglednici. Stolpec 'koncentracija c' se nanaša na analite z nižjo odzivnostjo in pričakovano 
višjima mejama zaznave in kvantifikacije, 'koncentracija a' na β -hidroksipropiovanilon z višjo 
odzivnostjo in pričakovanima nižjima omenjenima mejama, 'koncentracija b' pa na vse ostale 
analite.  
Najprej smo pripravili raztopino 7 tako, da smo v 10 mL bučko odpipetirali po: 
-50 µL standardnih raztopin 4-hidroksifenilacetilne kisline in katehola, 
- 5 µL raztopine β-hidroksipropiovanilona (10-krat redčena standardna raztopina) in  
- 5 µL vseh ostalih standardnih raztopin. 
Raztopino smo nato redčili do posameznih koncentracij in po 1 mL vsake končne raztopine 
pred analizo še ekstrahirali s SPE. Analitov, za katere nismo uspeli optimizirati LC-MS metode, 
pri pripravi vzorcev za validacijo nismo dodajali k raztopinam.  
Preglednica VIII: Koncentracije analitov v raztopinah za kalibracijsko krivuljo 






1 0,1 1 10 
2 0,5 5 50 
3 1 10 100 
4 5 50 500 
5 10 100 1000 
6 25 250 2500 
7 50 500 5000 
Za posamezne analite smo izrisali kalibracijske krivulje in izračunali enačbe premic. Stopnjo 
povezave med koncentracijo in odzivom smo ovrednotili glede na izračunan determinacijski 
koeficient, linearnost pa smo ocenili grafično. 
Spodnji meji zaznave in določitve 












𝜎 = standardni odklon odsekov na ordinatni osi umeritvene krivulje 
S = naklon kalibracijske krivulje 
(Enačbi 5. 6) 
4. REZULTATI IN DISKUSIJA 
 
Glavni namen naloge je bil razviti in optimizirati novo zanesljivo in občutljivo kromatografsko 
metodo, s katero bo mogoče hkrati določiti prisotnost širokega nabora potencialnih produktov 
bakterijske razgradnje lignina v vzorcu. Metodo smo razvijali na standardih 20 spojin 
(preglednica IX), za katere je bilo v literaturi že objavljeno, da se lahko pojavijo kot produkti 
bakterijske razgradnje lignina (1, 2, 34, 35, 36, 37). To so monomerne molekule, po kemijski 
strukturi večinoma polifenoli oz. njihovi derivati. Med razvojem in optimizacijo metode smo 
optimizirali pogoje na masnem spektrometru, ocenili primernost različnih UHPLC kolon, 
različno sestavo in gradiente mobilnih faz za najbolj optimalno analizo. 
Preglednica IX: Potencialni produkti bakterijske razgradnje lignina za razvoj tarčne LC-MS 
metode 
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4,44a 0,08 (exp.) a 















7,61a 1,35 (exp.) a 







 4,54a 1,58 (exp.) a 













2,55c 1,94 (exp.) a 
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 4,59c 0,75 (exp.) a 













10,19a 2,27 (exp.) a 




2,45b -0,6 (comp.) a 48, 
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vir: a Pubchem, b Drugbank, c Foodb.ca, d HMDB, eMarvinSketch 
V večini do sedaj narejenih raziskav so se pri analizi monomerov lignina posluževali plinske 
kromatografije (GC) ali tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) sklopljene z 
masno spektrometrijo (42). Mi smo se odločili za novejšo UHPLC/MS-MS, ki nudi številne 
prednosti. Ni namreč potrebna derivatizacija analitov (kar je nujno pri plinski kromatografiji), 
za analizo je potreben krajši čas in nudi boljšo občutljivost ter ločbo kot HPLC. Zelo veliko 
prednost, predvsem pri analizi večjega števila analitov, predstavlja sklopitev kromatografije z 
masno spektrometrijo, saj popolna ločba vrhov analitov z zelo podobnimi retencijskimi časi ni 
potrebna. Masni spektrometer namreč v načinu MRM vsako spojino preko fragmentacije 
posebej identificira in kot rezultat na kromatogramu ločeno izriše signal za vsak analit, torej se 
izognemo prekrivanju vrhov. To precej olajša delo, posebej pri analizah večjega števila 
(podobnih) spojin. Vseeno lahko pri prekrivajočih se vrhovih v načinu MRM pride do 
navzkrižnega odziva (ang. cross-talk), in sicer v primeru, ko imata dva ali več analitov 
hčerinske ione z enako maso in se kolizijska celica med zaporednimi fragmentacijami ne 
izprazni popolnoma, kar vodi do lažno pozitivnih odzivov.  
4.1 RAZVOJ LCMS METODE 
 
4.1.1 DOLOČITEV IN OPTIMIZACIJA POGOJEV NA MASNEM SPEKTROMETRU 
 
Prvi korak pri razvoju analizne metode je bil določitev in optimizacija parametrov na masnem 
spektrometru, k čemur v prvi vrsti spada določitev fragmentnih ionov za vsako posamezno 
spojino. V ta namen smo v masni spektrometer najprej injicirali delovno raztopino (100 ng/mL) 
vsakega posameznega analita, da smo preverili uspešnost ionizacije, brez katere detekcija ni 
mogoča. Izbrali smo način ESI ionizacije v negativnem načinu, saj smo pri malo več kot 
polovici spojin glede na njihove pKa vrednosti pričakovali boljšo ionizacijo do negativnih 
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ionov. Kjer je bilo v posnetih masnih spektrih za posamezen analit jasno opaziti prisotnost 
molekulskega aniona z ustrezno maso (M-1), smo sklepali na uspešno ionizacijo. 
Intenziteta signalov je bila slabša le pri kateholu, gvajakolu in 4-hidroksifenilacetilni kislini. 
Prenizki signali molekularnih ionov bi kasneje otežili oz. onemogočili optimizacijo pogojev za 
fragmentacijo (naš naslednji korak). Pri kateholu in gvajakolu bi slaba odzivnost lahko bila 
posledica slabše ionizacije zaradi visokih pKa vrednosti (pKakatehol = 9,45 in pKagvajakol = 9,98), 
česar pa ne moremo trditi za 4-hidroksifenilacetilno kislino (pKa = 1,6). Za vse tri smo znova 
posneli masne spektre še pri višji koncentraciji (1 µg/mL), pri čemer smo povsod dobili 
zadovoljiv rezultat. Tudi pri nadaljnji optimizaciji smo omenjene analite vedno pripravljali v 
10-krat višji koncentraciji kot ostale. 
Z masnim spektrometrom smo z multirezidualno analizo (MRM oz. multiple reaction 
monitoring) nato posneli spektre za vsako standardno raztopino posebej. Pri vsakem analitu 
smo med vsemi nastalimi hčerinskimi ioni (oz. fragmenti) izbrali po dva, ki sta nastala v 
največjem obsegu in sta imela najintenzivnejša signala. Izbrani prehodi kasneje pri LC-MS 
metodi poleg retencijskih časov služijo za karakterizacijo spojin. Optimizirane MS pogoje za 
vsako fragmentacijo (prekurzorski-hčerinski ion) smo kot parametre MS vnesli v LC-MS 
metodo (preglednica X). Pri piruvatu, ki ima zelo nizko molekulsko maso, je le ena 
fragmentacija potekla v zadostnem obsegu, zato je v preglednici naveden samo en prehod.  
Za kvantifikacijo smo upoštevali le signal močnejšega prehoda. Šibkejši je služil za potrditev 
identitete analita, z izjemo primera vanilinske kisline, ko smo slednjega zaradi visoke 
intenzitete motečega šuma pri prvem uporabili za kvantifikacijo namesto močnejšega prehoda.  
Preglednica X: Fragmentacija analitov v MS - pogoji za posamezne prehode (potencial za 





DP (V) CE (V) CXP (V)  
katehol 108,8 91,0 -60 -26 -7 
 81,0 -60 -22 -7 
gvajakol 122,8 60,9 -5 -12 -15 
 104,9 -5 -6 -9 
4-hidroksifenilacetilna 
kislina 
151,2 106,9 -35 -8 -9 
 79,0 -35 -24 -7 
beta-
hidroksipropiovanilon 
195,0 179,8 -65 -22 -5 
 179,1 -65 -32 -5 
4'-hidroksiacetofenon 134,9 92,1 -75 -30 -3 
 92,9 -75 -24 -9 
adipinska kislina 144,9 83,0 -50 -16 -9 
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 101,0 -50 -18 -5 
p-kumarična kislina 162,9 119,0 -60 -22 -3 
 93,0 -60 -40 -7 
3-metoksisalicilna 
kislina 
166,9 108,0 -25 -26 -11 
 152,0 -25 -16 -13 
p-hidroksibenzaldehid 121,1 92,0 -60 -32 -25 
 93,1 -60 -28 -9 
p-hidroksibenzojska 
kislina 
137,1 90,9 -5 -6 -7 
 45,0 -5 -16 -7 
4-vinil gvajakol 148,9 87,0 -5 -10 -5 
 116,0 -5 -10 -28 
protokatehinska 
kislina 
152,9 108,0 -60 -32 -7 
 109,0 -60 -18 -9 
vanilinska kislina 166,9 122,9 -50 -16 -11 
 90,9 -50 -24 -7 
ferulična kislina 192,8 102,9 -5 -18 -7 
 146,8 -5 -12 -11 
acetovanilon 164,9 149,9 -60 -20 -13 
 121,9 -60 -30 -9 
vanilin 150,9 136,0 -50 -18 -7 
 92,0 -50 -26 -9 
cis,cis-mukonska 
kislina 
140,9 96,9 -10 -10 -9 
 53,1 -10 -16 -5 
pirogalol 124,9 78,9 -65 -24 -11 
 96,9 -65 -20 -9 
piruvat 86,9 43,1 -40 -12 -11 
evgenol 162,9 148,0 -20 -16 -5 
  119,0 -20 -14 -15 
 
Ostale parametre masne spektrometrije (temperatura in tlaki plinov v masnem spektrometru) 
smo optimizirali v načinu 'FIA' (flow injection analysis). Analite smo injicirali v LCMS sistem 
tako, da pridejo v stik z mobilno fazo, vendar brez kolone naravnost na MS. Pri tem smo pozorni 
tudi na morebitne vplive mobilne faze na ionizacijo analitov.  
Zaradi velikega števila in ponekod podobnih mas prekurzorskega (starševskega) iona ali celo 
MRM prehodov, smo analite razdelili v tri skupine ter pripravili raztopine zmesi (razdelitev in 
priprava je opisana v poglavju 3.2.1.1). Za vsako skupino smo nato določili optimalno 
temperaturo in tlake plinov v MS. Testirali smo naslednje vrednosti parametrov; izbrani pogoji 
so označeni s krepkim tiskom: 
• temperatura (°C): 450, 500, 550, 600 
• tlak sušilnega plina - curtain gas (psi): 35, 40 
• tlak razpršilnega plina - GS1 (psi): 20, 25, 35, 40, 45  
• tlak plina v grelcu - GS2 (psi): 20, 25, 30, 35, 40, 45 
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Za vsak parameter smo izbrali vrednost, optimalno za največje število analitov (t.j. kjer so bile 
intenzitete odzivov najvišje) in pri katerih se intenziete signalov za ostale analite niso bistveno 
razlikovale od optimalnih.  
4.1.2 DOLOČITEV IN OPTIMIZACIJA POGOJEV TEKOČINSKE KROMATOGRAFIJE 
 
Razvoj in optimizacija kromatografske metode je vključevala izbiro najprimernejše kolone, 
mobilnih faz in njihovega gradienta za optimalno analizo. Ta proces prikazuje slika 3, ki zajema 
vse glavne korake optimizacije. Dopolnjuje jo slika 4, na kateri so grafično prikazani še vsi 
preizkušeni gradienti mobilne faze. 
Za začetek smo izbrali kolono HSS s stacionarno fazo C18, ki navadno predstavlja prvo izbiro 
pri reverznofazni HPLC (42, 47), kot vodni del mobilne faze vodo ter kot organski del 
acetonitril. Slednji ima v primerjavi z metanolom, ki je v literaturi sicer zelo pogosto omenjen 
kot mobilna faza pri analizi monomerov lignina (42), višjo elucijsko moč in omogoča analizo 
pri nižjih tlakih. V prvi fazi optimizacije  smo preizkusili različne gradiente mobilnih faz. Začeli 
smo s preprostim linearnim gradientom, pri katerem je delež vodne faze padal iz 95% do 0%. 
Začetni odstotek vodne faze smo nato dvignili do 99%; končni delež je ostajal 0%. Ker se 
nobena komponenta ni eluirala po točki, ko mobilna faza doseže sestavo 60% A / 40% B (zadnji 
vrh ima retencijski čas 8,75 min, kar ustreza 44% deležu vode), smo metodo ustrezno skrajšali 
in kot optimalni gradient določili nelinearni gradient 2 (slika 3): delež vodne faze linearno pada 
iz 99% do 40%, nato hitreje do 0%. Na koncu (zadnjih nekaj minut) je pri vseh gradientnih 
programih ponovno nastavljen visok delež vode v mobilni fazi, kar služi za ekvilibracijo kolone 

































Slika 3: Shema procesa optimizacije kromatografske metode 
kolona: HSS (C18) 
gradient 1 
mobilna faza: ACN/MQ 
V injiciranja: 1 µL 
kolona: HSS (C18) 
gradient: 3 
mobilna faza: MeOH/MQ 




mobilna faza: ACN/MQ 




mobilna faza: MeOH/MQ 
V injiciranja: 1 µL 
 
kolona: HSS (C18) 
gradient: 2 
mobilna faza: ACN/MQ 
















faze B + višji 
volumen 
injiciranja 
kolona: HSS (C18) 
gradient: 3 
mobilna faza: MeOH/0,01 M 
amonijev formiat + 0.1% 
HCOOH 
V injiciranja: 1 µL 
 
Gradient 2:  
0 min: 1% A/99% B 13 min: 100% A/0% B 
1 min: 1% A/99% B 13,5 min: 1% A/99% B 
11 min: 60% A/40% B 19,0 min: 1% A/99% B 
12 min: 100% A/0% B  
 
 
Gradient 1:   
0 min: 5% A/95% B  16,5 min: 5% A/95% B 
15 min: 100% A/0% B 22 min: 5% A/95% B 
16 min: 100% A/0% B  
 
 
Gradient 3:   
0 min: 1% A/99% B  16 min: 100% A/0% B 
1 min: 1% A/99% B 16,5 min: 1% A/99% B 
11 min: 60% A/40% B 24,0 min: 1% A/99% B 
15 min: 100% A/0% B  
 
Gradient 4:   
0 min: 1% A/99% B 11 min: 100% A/0% B 
1 min: 1% A/99% B 11,5 min: 1% A/99% B 






kolona: HSS (C18) 
gradient: 4 
mobilne faze: MeOH/ 
-0,01 M amonijev acetat  
-0,01 M amonijev formiat 
-0,01 M amonijev acetat + 
0,1% CH3COOH 
-0,01 M amonijev formiat + 
0,2% HCOOH 











Slika 4: Grafični prikaz preizkušenih gradientov mobilne faze 
Pri metodi z uporabo acetonitrila smo zadovoljive signale z lepo obliko vrhov dobili zgolj pri 
10 od 20 analitov, pri ostalih so bile oblike oz. intenziteta signalov slabe in potrebne nadaljnje 
optimizacije. 
Da bi dobili lepše oblike vrhov, smo najprej organski del mobilne faze zamenjali z metanolom. 
Pri uporabi metanola je bilo treba podaljšati trajanje metode (gradient 3), saj so posledica 
manjše elucijske moči daljši retencijski časi analitov. Pri gradientu 2 tako na kromatogramu ne 
vidimo signala zadnje eluiranega beta-hidroksipropiovanilona. Oblike nekaterih signalov (3-
metoksisalicilna kislina, katehol in protokatehinska kislina) so se po menjavi mobilne faze 
nekoliko izboljšale, medtem ko smo pri adipinski kislini pri uporabi metanola opazili slabši 
signal. Še vedno nismo uspeli določiti 8 komponent (slab signal/nizka intenziteta). 
Obe mobilni fazi smo (s pripadajočima gradientoma) preizkusili tudi na SUPELCO Ascentis 
Express Phenyl-Hexyl koloni z dimetilfenilheksilom kot stacionarno fazo. Ta je navadno 






















































































analizah spojin, ki vsebujejo aromatske obroče, kakršnih je tudi večina naših analitov (43). Z 
zamenjavo kolone smo želeli predvsem izboljšati odzive nekaterih polarnejših analitov, pri 
katerih doslej nismo opazili signalov, najverjetneje zaradi odsotnosti retencije. Rezultati analiz 
s kolono fenil-heksil niso bili bistveno drugačni od rezultatov pri koloni HSS; razen, 
pričakovano, nekoliko spremenjenih retencijskih časov. 
Za spojine, pri katerih nobena izmed preizkušenih metod ni bila ustrezna (sem spadajo analiti, 
pri katerih so bile oblike in intenzitete signalov pri vseh metodah neustrezne), smo optimizacijo 
še nadaljevali, in sicer smo tokrat spreminjali sestavo vodnega dela mobilne faze. Mnogokrat 
je namreč lahko razlog za nazobčano obliko vrhov tudi to, da ima mobilna faza pH, ki je zelo 
blizu pKa vrednosti analita. Tako za kisline kot za baze namreč velja, da se pri pH, ki je za več 
kot 2 enoti oddaljen od pKa, v 99% nahajajo v ionizirani oz. neionizirani obliki. V pH območju, 
ki je bližje pKa vrednosti, pa so prisotne v obeh oblikah in že najmanjše spremembe vrednosti 
pH imajo velik vpliv na delež posamezne oblike. Ionizirani analiti so bolj polarni od 
neioniziranih, kar pomeni, da imajo manjšo retencijo na reverznofazni koloni (krajši retencijski 
čas) (44). To vodi do širokih in nazobčanih signalov na kromatogramu.  
Rešitev v tem primeru predstavlja uporaba pufrnih raztopin v mobilni fazi, ki nam omogočajo 
nadzor nad pH in zagotavljajo, da se ta ne spreminja. Uporabili smo amonijev acetat in 
amonijev formiat, ki sta primerna za uporabo pri LC-MS.  
- 0,01 M amonijev formiat  
- 0,01 M amonijev formiat z dodatkom 0,1% HCOOH (pH = 3,3) 
- 0,01 M amonijev formiat z dodatkom 0,2% HCOOH (pH = 3,02) 
- 0,01 M amonijev acetat  
- 0,01 M amonijev acetat z dodatkom 0,1% ocetne kisline (pH = 4,5) 
Nazobčani in široki vrhovi so se dejansko pojavljali pri skoraj vseh analitih s pKa vrednostjo 
med 2,5 in 4,6, zato je bilo smiselno preizkusiti vpliv dodatka pufrov nanje. Najlepši vrhovi so 
nastali pri analizi, kjer smo uporabili acetatni pufer s pH 4,5. 
Dodatno smo spremenili tudi gradient mobilne faze (gradient 4). Pri novem gradientu delež 
vodne faze pada hitreje, zato smo s tem dosegli še dodatno zoženje širokih signalov. 
Za končne pogoje smo se, glede na veliko število analitov in njihove različne lastnosti odločili 
s pomočjo preglednice (preglednica XI), v kateri smo barvno označili primernost vsake izmed 
preizkušenih metod (opisane v preglednici XII) za posamezno spojino. Kjer je signal za analit 
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pri analizi pod določenimi pogoji vizualno popolnoma primeren (po obliki in površini), je v 
preglednici označen z zeleno barvo. Rumena polja označujejo slabšo primernost metode za 
določen analit (slaba retencija, široki, nazobčani vrhovi, visok šum), rdeča pa popolno 
neprimernost. V preglednici so analiti po vrsti urejeni po naraščajoči pKa vrednosti, saj je med 
analiti s podobno vrednostjo opaziti nekatere podobnosti pri obnašanju v analizah in se zdi 
takšna ureditev smiselna. 
Preglednica XI: Vizualno vrednotenje primernosti analiznih metod za posamezne analite 
 pKa A B C D E F G H I J K 
piruvat 2,45                       
3-metoksisalicilna kislina 2,55                       
p-kumarična kislina 3,81              
cis,cis-mukonska kislina 3,87                       
protokatehinska kislina 4,26                       
adipinska kislina 4,44                       
vanilinska kislina 4,51                       
p-hidroksibenzojska kislina 4,54                       
ferulična kislina 4,58                       
4-hidroksifenilacetilna kislina 4,59             
  
  










vanilin 7,4           
p-hidroksibenzaldehid 7,61           
4-hidroksiacetofenon 7,79           
beta-hidroksipropiovanilon 8,26      
acetovanilon 8,27           
pirogalol 9,01           
katehol 9,45           
gvajakol 9,98           
4-vinil gvajakol 10,03           
evgenol 10,19           
 
Preglednica XII: Seznam testiranih analiznih metod 
  kolona sestava mobilne faze  gradient (slika 3) 
A C18 voda/acetonitril GRADIENT 1 
B C18 voda/acetonitril GRADIENT 2 
C C18 voda/metanol GRADIENT 3 
D fenil – heksil voda/acetonitril GRADIENT 3 
E fenil – heksil voda/metanol GRADIENT 3 
F C18 0,01M amonijev formiat +0,1% HCOOH/metanol GRADIENT 3 
G C18 0,01M amonijev formiat +0,1% HCOOH/metanol GRADIENT 4 
H C18 0,01M amonijev acetat GRADIENT 4 
I C18 0,01M amonijev formiat GRADIENT 4 
J C18 0,01M amonijev acetat + 0,1% CH3COOH GRADIENT 4 
K C18 0,01M amonijev formiat + 0,2% HCOOH  GRADIENT 4 
37 
 
4.1.3 OPTIMIZACIJA LCMS ANALIZE POSAMEZNIH ANALITOV 
 
Piruvat je najpolarnejši med vsemi analiti (logP = -0,5), kar je verjetno razlog, da se ni zadržal 
na koloni in posledično nismo videli odziva pri nobeni izmed metod (preglednica XIII). To 
potrjuje dejstvo, da je reverznofazna kromatografija manj primerna izbira za zelo polarne 
molekule. Za določanje bi bilo v tem primeru smiselno uporabiti tako imenovano »HILIC« 
kromatografijo, oz. kromatografijo s hidrofilnimi interakcijami (Hydrophilic Interaction LIquid 
Chromatography), ki je različica normalnofazne kromatografije, s polarno stacionarno fazo, ki 
bi omogočala boljšo retencijo na koloni. Ker je bil to edini izmed analitov, pri katerem bi bila 
ta zamenjava smiselna (ostali polarni analiti so se zadržali na koloni), se v okviru te naloge 
prenosa na HILIC kromatografijo nismo lotili. 
Preglednica XIII: Izsek iz preglednice XI: Piruvat 
 pKa A B C D E F G H I J K 
piruvat 2,45            
 
Preglednica XIV označuje uspešnost posameznih metod pri analitih s pKa med 2,55 in 4,51. 
Pri njih so se pri metodah, pri katerih v mobilni fazi nismo dodali pufra, signali praviloma 
pojavljali v obliki širših in nazobčanih signalov. Gre večinoma za spojine s karboksilno 
funkcionalno skupino, ki se pri pH mobilne faze, ki je blizu njene pKa, nahaja v deprotonirani 
in neionizirani obliki. Ti obliki imata različno dobro retencijo na kromatografski koloni, 
posledica česar je širok in nazobčan ter manj intenziven kromatografski vrh. Izjema v tem 
primeru je p-kumarična kislina, pri kateri smo že pri poskusih brez dodatka pufra dosegli lepo 
oblikovane vrhove.  
Preglednica XIV: Izsek iz preglednice XI: Spojine s pKa med 2,55 in 4,51 
 pKa A B C D E F G H I J K 
3-metoksisalicilna kislina 2,55            
p-kumarična kislina 3,81       
cis,cis-mukonska kislina 3,87            
protokatehinska kislina 4,26            
adipinska kislina 4,44            




Pri adipinski kislini, cis,cis-mukonski kislini in protokatehinski kislini smo se odločili kot 
metodo izbire uporabiti metodo J (dodatek acetatnega pufra s pH 4,5). Na slikah 5 in 6 je 
prikazana sprememba v obliki signala, ki se zgodi po dodatku pufrne raztopine. Na sliki 5 je 
signal cis,cis-mukonske kisline pri metodi C (C18 kolona, mobilni fazi: voda in metanol), na 
sliki 6 pa pri metodi J (hitrejši gradient in zamenjava vodnega dela mobilne faze za pufer). 
  
Slika 5: Signal cis,cis-mukonske kisline 
(metoda C) 
Slika 6: Signal cis,cis-mukonske kisline 
(metoda J) 
  
Slika 7: Signal adipinske kisline (metoda J) Slika 8: Signal protokatehinske kisline 
(metoda J) 
Za 3-metoksisalicilno, p-kumarično in vanilinsko kislino smo uporabili metodo C, saj so bili 
vrhovi zadovoljivih oblik (slike 9, 10, 11). Pri vanilinski kislini smo za umeritveno krivuljo 




Slika 9: Signal 3-metoksisalicilne kisline 
(metoda C) 
Slika 10: Signal p-kumarične kisline 
(metoda C) 
  




Pri p-hidroksibenzojski kislini smo pri vseh eksperimentih dobili slabe rezultate (preglednica 
XV). Po natančnem pregledu celotnega postopka optimizacije metode smo ugotovili, da to 
lahko razložimo z neoptimalno nastavitvijo temperature grelca v ionskem izvoru masnega 
spektrometra (600 °C). Med tem, ko je ta temperatura predstavljala optimalno vrednost za vse 
ostale analite, je za 4-hidroksibenzojsko kislino manj primerna, saj je spojina temperaturno 
nestabilna. Ob pregledu rezultatov analize FIA namreč opazimo, da intenziteta signala za oba 
MRM prehoda z naraščajočo temperaturo pada, kot je razvidno iz preglednice XVI. 
Preglednica XV: Izsek iz preglednice XI: p-hidroksibenzojska kislina 
 pKa A B C D E F G H I J K 




Preglednica XVI: Intenzitete signalov obeh prehodov p-hidroksibenzojske kisline pri različnih 
temperaturah 
PREHOD 450 °C 500 °C 550 °C 600 °C 
137,1/45,0 Da 241564 cps 223497 cps 192537 cps 154257 cps 
137,1/91,0 Da 3853 cps 2674 cps 1804 cps 1423 cps 
 
Pri ferulični kislini so bile oblike vrhov ves čas slabe, intenziteta pa nizka. Nekoliko lepši 
signal smo dosegli pri zamenjavi organskega dela mobilne faze (acetonitril smo zamenjali z 
metanolom), vendar so vrhovi ostajali nazobčani. Vizualno vrednotenje primernosti metod z 
vidika ferulične kisline je prikazano v preglednci XVII. 
Preglednica XVII: Izsek iz preglednice XI: ferulična kislina 
 pKa A B C D E F G H I J K 
ferulična kislina 4,58                       
 
Kromatografski vrhovi analitov s pKa vrednostmi od 4,59 do 9,45 so bili pri metodah brez 
dodatka pufra ves čas ustreznih oblik in intenzitet, kar je razvidno iz preglednice XVIII. 
Preglednica XVIII: Izsek iz preglednice XI: analiti s pKa med 4,59 in 9,45 
 pKa A B C D E F G H I J K 
4-hidroksifenilacetilna kislina 4,59           







   
vanilin 7,4           
4-hidroksibenzaldehid 7,61           
4-hidroksiacetofenon 7,79           
beta-hidroksipropiovanilon 8,26      
acetovanilon 8,27           
pirogalol 9,01           
katehol 9,45           
 
Beta-hidroksipropiovanilon, acetovanilon, vanilin, 4-hidroksiacetofenon, p-kumarična 
kislina in pirogalol so dajali zadovoljive odzive pri vseh preizkušenih metodah, vrhovi so bili 
vedno jasni in lepo oblikovani, optimizacija ni bila potrebna. Ob menjavah kolon, gradientov 
in mobilnih faz so se spreminjali samo retencijski časi. Na slikah 12-17 so prikazani vrhovi iz 




Slika 12: Signal beta-hidroksipropiovanilona 
(metoda C) 
Slika 13: Signal acetovanilona (metoda C) 
  
Slika 14: Signal vanilina (metoda C) Slika 15: Signal 4-hidroksiacetofenona 
(metoda C) 
  
Slika 16: Signal p-kumarične kisline 
(metoda C) 
Slika 17: Signal pirogalola (metoda C) 
Katehol, p-hidroksibenzaldehid in p-hidroksifenilacetilna kislina: signale s sicer primerno 
obliko in intenziteto so na C18 koloni z acetonitrilom v mobilni fazi (metoda A) spremljali še 
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dodatni signali, sicer precej nižji in ločeni od 'glavnih' vrhov. Slika 18 prikazuje 4-
hidroksifenilacetilno kislino, posneto po metodi A, kjer je pri 1,6 min viden še dodaten signal. 
Sklepali smo, da slednji ne pripada iskani spojini, kar smo potrdili tako, da smo ločeno posneli 
še kromatogram vsake raztopine posebej. Dodatni signali na kromatogramih bi lahko 
predstavljali signale katere izmed ostalih spojin v vzorcu, ki pri fragmentaciji tvorijo podobne 
ione, ali pa so posledica kontaminacije injektorja. V tem primeru je bolj verjetna zadnja 
možnost, saj pri nobena izmed spojin v vzorcu nima enakih ali zelo podobnih prehodov kot 
omenjene tri spojine. Po menjavi acetonitrila za metanol se pri vseh treh signali z nižjo 
intenziteto niso več pojavljali. Na slikah 19, 20 in 21 so tako prikazani kromatografski vrhovi 
teh spojin, posnetih z metodo C, kjer je organska mobilna faza metanol. 
 
Slika 18: 4-hidroksifenilacetilna kislina (metoda A) 
  





Slika 21: Signal 4-hidroksifenilacetilne kisline 
(metoda C) 
 
Pri gvajakolu, 4-vinil gvajakolu in evgenolu signalov pri snemanju pri metodah A-E ni bilo 
(preglednica XIX). Dodatna optimizacija z dodatkom acetatnega pufra se ni zdela smiselna, saj 
stabilizacija pH v kislem območju ne bi imela opaznega vpliva na ravnotežje spojin, ki imajo 
pKa vrednost okrog 10. Ena izmed možnih razlag za popolno odsotnost signala je navadno tudi 
odsotnost retencije, vendar je ta možnost zaradi logP vrednosti analitov (logPgvajakol = 1,3, logP4-
vinil gvajakol = 2,4, logPevgenol = 2,0) manj verjetna.  
Ker tudi pri zvišanju koncentracij analitov v kromatogramu signalov ni bilo opaziti, smo 
sklepali, da je težava morda v ionizaciji na masnem spektrometru. Čeprav smo predhodno pri 
ESI- z metodo MRM uspešno določili prehode za posamezne spojine, smo med optimizacijo še 
enkrat preverili njihovo pravilnost in ročno optimizirali pogoje v MS. Sprememba nastavljenih 
pogojev pa ni prinesla željenih rezultatov.  
Preglednica XIX: Izsek iz preglednice XI: analiti s pKa med 9,98 in več 
 pKa A B C D E F G H I J K 
gvajakol 9,98             
   
  
4-vinil gvajakol 10,03           
evgenol 10,19           
 
Glede na visoke vrednosti pKa, smo poskusili tudi z ESI+ ionizacijo, in optimizirali parametre, 




Preglednica XX: Fragmentacija analitov v MS snemanju s pozitivno ESI ionizacijo: pogoji za 
posamezne prehode (potencial za ''razbitje klastrov'', kolizijska energija in potencial na izhodu 







CE (V) CXP 
(V)  
gvajakol 125,0 65,0 5 12 15 
  110,0 5 6 9 
4-vinil gvajakol 151,0 91,1 5 12 15 
 119,1 5 6 9 
evgenol 165,0 150,0 60 26 7 
  108,9 60 22 7 
 
Pogoji MS: 
• temperatura (°C ): 600 
• tlak sušilnega plina - curtain gas (psi): 35 
• tlak razpršilnega plina - GS1 (psi): 45  
• tlak plina v grelcu - GS2 (psi): 45 
Po določitvi pogojev analize smo omenjene analite testirali s C18 kolono z gradientom 2 in 
metanolom ter 0,1% metanojsko kislino v mobilni fazi. Tudi tokrat je bila analiza neuspešna, 
saj signalov pri ločbi nismo detektirali. Z optimizacijo nismo nadaljevali, bi pa bilo smiselno 
naprej raziskati obnašanje teh spojin v ESI+ načinu snemanja (preizkusiti še druge kolone, 
gradiente in mobilne faze). 
4.1.3.1 STABILNOST ANALITOV 
 
Stabilnosti pri analitih sicer nismo posebej preučevali, smo jo pa vseeno preverili tako, da smo 
med optimizacijo za analite, katerih signali niso ustrezali kriterijem, še enkrat sveže pripravili 
osnovne raztopine. Opazili smo nestabilnost pri cis,cis-mukonski kislini in pri pirogalolu, ki sta 
v nekaj tednih v pripravljeni osnovni raztopini razpadla, kar se je kazalo kot precej nižji odzivi 
obeh analitov na posnetih kromatogramih. Identitete nastalih produktov razgradnje nismo dalje 
raziskovali. 
4.1.3.2 RETENCIJSKI ČASI ANALITOV 
 
Retencijski čas posameznih analitov pri reverznofazni kromatografiji je odvisen od njihove 
lipofilnosti; načeloma se molekule z višjo vrednostjo logP (porazdelitveni koeficient 
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oktanol:voda) dlje zadržijo na/v nepolarni stacionarni fazi kolone in imajo posledično daljše 
retencijske čase. Poleg logP pa je interakcija s stacionarno fazo odvisna še od naboja, 
funkcionalnih skupin (npr. fenilni obroči tvorijo s fenilheksilno stacionarno fazo π/π vezi), 
oblike molekule, mobilnih faz in njihovega gradienta ter tlaka in temperature na koloni. V 
preglednici XXI je prikazana korelacija med retencijskimi časi analitov ter njihovimi logP 
vrednostmi. Na grafih za posamezne metode pričakovani trend ni zelo očiten, saj je podatkov 
relativno malo; če pa vse podatke združimo, kot je prikazano na sliki 22, je korelacija med logP 
in Rt bolj vidna. Izstopata samo spojini beta-hidroksipropiovanilon in acetovanilon (sive točke 
na grafu), ki pri sorazmerno visoki polarnosti izkazujeta tudi dobro zadrževanje na koloni. 
Kljub temu pa je treba upoštevati, da so podatki zbrani in združeni iz dveh kolon (obe imata 
sicer relativno nepolarno stacionarno fazo), različnih mobilnih faz in njihovih gradientov, za 
višjo korelacijo pa bi zagotovo potrebovali več podatkov. Prav tako bi bila korelacija bolje 
vidna, če bi med analiti imeli še bolj nepolarne spojine, torej take z višjo pKa vrednostjo. 
Preglednica XXI: Retencijski časi analitov v odvisnosti od njihovega logP 
analit logP retencijski čas (min) metoda 
adipinska kislina 0,1 1,90 J 
cis,cis-mukonska kislina 0,2 1,79 J 
beta-hidroksipropiovanilon 0,2 13,74 C 
acetovanilon 0,5 10,22 C 
pirogalol 0,5 4,01 C 
4-hidroksifenilacetilna kislina 0,8 6,78 C 
katehol 0,9 6,78 C 
protokatehinska kislina 1,1 2,00 J 
vanillin 1,2 9,57 C 
4-hidroksibenzaldehid 1,4 8,80 C 
4-hidroksiacetofenon 1,4 9,75 C 
vanilinska kislina 1,4 5,48 C 
p-kumarična kislina 1,5 9,02 C 

























metoda J metoda C metoda J
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4.2 VALIDACIJA ANALIZNIH METOD 
 
Validacija je v celoti dokumentiran postopek preizkušanja in potrjevanja, da analizna metoda 
zagotavlja zanesljive in ponovljive rezultate ter je primerna za uporabo (32). V okviru validacije 
analiznih metod smo vrednotili naslednje parametre: selektivnost, linearnost, mejo zaznave in 
določitve, ponovljivost priprave vzorca ter učinek ekstrakcije.  
Pri parametrih, ki smo jih vrednotili, bi zelo verjetno boljše rezultate dosegli z uporabo metode 
internih standardov. To so snovi z lastnostmi, zelo podobnimi analitu, ki jih v enaki (znani) 
količini dodamo vsem kalibracijskim standardom in vzorcem. Pri kvantifikaciji nato namesto 
absolutnih površin pod vrhovi posameznih analitov upoštevamo razmerja med površinami 
vrhov posameznega analita in pripadajočega internega standarda. Tako korigiramo izgube 
analita pri pripravi vzorca in pri sami analizi. Idealni primeri internih standardov so izotopsko 
označene molekule, ki imajo skoraj popolnoma enake lastnosti kot pripadajoči analiti (48). Ker 
smo delali z večjim številom analitov, pri katerih tudi nismo vedeli, ali res gre za prave tarčne 
analite, cena standardov pa je visoka, se za njihovo uporabo nismo odločili. 
4.2.1 SELEKTIVNOST 
 
Selektivnost oz. specifičnost je zmožnost metode, da nedvoumno določi prisotnost analita tudi 
v prisotnosti drugih molekul (predvsem takih, ki so lahko poleg analitov prisotne v vzorcih). 
Sem spadajo različne nečistote, produkti razgradnje, komponente matriksa itd. (32). Te lahko 
vplivajo na ionizacijo analita v masnem spektrometru in s tem povečajo ali zmanjšajo njegov 
odziv, kar pomeni slabšo ponovljivost, občutljivost in točnost rezultatov. S tem, ko smo 
dokazali njihovo odsotnost v slepem vzorcu, smo potrdili selektivnost analizne metode za 
izbrane analite. 
4.2.2 IZKORISTEK EKSTRAKCIJE IN UČINKOVITOST ANALIZNE METODE 
 
Izkoristek ekstrakcije nam pove, koliko posameznega analita se je med ekstrakcijo izgubilo. 
Zaželeno je, da je odstotek čim višji, predvsem pa, da je konstanten znotraj območja linearnosti 
analizne metode (32). 
Ovrednotili smo učinek matriksa, torej vpliv, ki ga imajo komponente vzorca, ki sočasno z 
analitom pripotujejo iz kolone v MS, na ionizacijo in posledično na odziv posameznega analita. 
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Primerjali smo površine vrhov posameznih analitov pri standardih v matriksu (serija B) s 
tistimi, ki so bili raztopljeni v MQ vodi (serija C).  
Iz rezultatov (preglednici XXII in XXIII) je razvidno, da je pri večini spojin učinek matriksa 
prisoten, vendar je minimalen, saj se vrednosti gibljejo okoli 100%. Nekoliko višja odstopanja 
opazimo pri acetovanilonu (metoda C), pri katerem matriks zmanjša ionizacijo za 12,5%, in pri 
cis,cis-mukonski kislini ter protokatehinski kislini (metoda J), kjer ima nasproten učinek.  
















83,5 85,6 181,4 87,3 86,5 
učinkovitost 
metode [%] 
78,9 80,6 167,7 85,3 76,6 
R2 0,9999 0,9991 0,9993 0,9972 1,0000 
LOD 
(ng/mL) 
1,2 11,3 8,9 22,6 1,1 
LOQ 
(ng/mL) 
3,9 37,6 29,7 75,3 3,8 
ponovljivost 
[%] 




















98,1 88,8 94,4 89,8 30,7 
učinkovitost 
metode [%] 
93,7 91,9 94,5 86,9 31,5 
R2 0,9992 1,0000 1,0000 0,9997 0,9957 
LOD 
(ng/mL) 
23,0 1,7 14,2 3,7 66,5 
LOQ 
(ng/mL) 
76,7 5,6 47,2 12,2 221,5 
ponovljivost 
[%] 





















90,3 67,5 45,7 
učinkovitost 
metode [%] 
95,5 77,7 54,4 
R2 0,9947 0,9995 0,9823 
LOD (ng/mL) 51,5 68,6 11,0 
LOQ (ng/mL) 171,7 228,5 36,7 
ponovljivost 
[%] 
5,3 4,0 9,3 
 
Vzorce smo pripravljali s pomočjo ekstrakcije na trdnem nosilcu, zato je bilo smiselno 
ovrednotiti tudi, kolikšen je izkoristek oz. koliko vsakega analita pri procesu priprave vzorca 
izgubi. Ponovno smo primerjali površine vrhov spojin pri 5 alikvotih vzorca z raztopino 
standardov dodano pred (serija A) oz. po (serija B) SPE.  
Izstopajo rezultati pri vanilinu (izkoristek 181,4%), protokatehinski kislini (45,7%) in kateholu 
(30,7%), kar kaže na to, da je izbrana metoda ekstrakcije manj primerna. Izkoristek ekstrakcije, 
ki je lažno previsok (kot pri vanilinu), je lahko posledica spojin, ki jih elucijsko topilo pri 
ekstrakciji morebiti spere s kolon in imajo vpliv na ionizacijo analita. Še bolj verjetno je 
posledica razgradnje vanilina v vzorcih brez ekstakcije, na kar nakazuje tudi sorazmerno visoka 
RSD pri teh vzorcih. 
Pri kateholu in protokatehinski kislini  je izkoristek zelo nizek, kar bi bila lahko posledica slabe 
vezave analitov na sorbent, slabe elucije z danim topilom ali pa vezave omenjenih analitov na 
površino stekla v vialah. Pri nekoliko hlapnem kateholu lahko slabši izkoristek pripišemo tudi 
izhlapevanju iz vzorca. Slabi izkoristki se bi prav tako lahko pojavili v primeru presežene 
topnosti analitov v vodi, a v našem primeru so bile koncentracije analitov zelo nizke in le-teh 
nismo presegli.  
Pri kateholu in cis,cis-mukonski kislini smo kasneje ugotovili, da bi lahko nizek izkoristek bil 
posledica tega, da je pri obeh meja kvantifikacije višja od koncentracije, pri kateri smo določali 
ponovljivost in posledično dobljenih rezultatov ne moremo upoštevati kot relevantne. Pirogalol 
v raztopini po ekstrakciji ni bil več prisoten (izkoristek 0%), kar bi lahko bila posledica 
oksidacije med samo ekstrakcijo ali pa rekonstrukcijo vzorcev, zato ga pri nadaljnjem 
vrednotenju nismo več upoštevali. V kolikor bi z optimizacijo priprave vzorca nadaljevali, bi 
50 
 
bilo smiseno najprej preveriti, v katerem od omenjenih korakov (sama ekstrakcija ali 
rekonstrukcija) se to zgodi.   
Učinkovitost ekstrakcije nam pove, kakšen je signal analita ekstrahiranega iz vzorca s prisotnim 
realnim ozadjem v primerjavi s signalom istega analita pri enaki koncentraciji v čistem topilu 
in s predpostavljenim 100% izkoristkom. Če se izkoristek in učinek matriksa ne spreminjata, 
sta oba zajeta v kalibracijski krivulji in tako kljub temu, da učinkovitost ni nujno 100%, vseeno 
lahko zelo točno izmerimo »dejansko vsebnost v vzorcu«. Rezultati so zbrani v preglednicah 
XXII in XXIII. Glede na to, da je učinek matriksa minimalen, ugotavljamo, da je učinkovitost 
priprave vzorca za posamezen analit večinoma odvisna od izkoristka SPE. 
4.2.3 LINEARNOST, MEJA ZAZNAVE IN DOLOČITVE 
 
Linearnost je sposobnost metode, da znotraj določenega območja daje odzive, 
premosorazmerne koncentracijam analitov v vzorcih. Določimo jo skozi celotno območje 
analiznega postopka pri vsaj 5 različnih koncentracijah, ovrednotimo pa jo vizualno ali pa 
matematično (32). Najpogosteje uporabljen statistični model za izračun enačbe umeritvene 
premice je linearna regresija, merilo za stopnjo povezave med koncentracijo in odzivom pa 
Pearsonov korelacijski koeficient (r) oz. determinacijski koeficient (r2). Slednji je pri popolni 
korelaciji enak 1, ni pa dovolj za potrditev linearnosti. To lahko potrdimo z dokazom 
proporcionalnosti odziva in hkrati tudi normalnega porazdeljevanja rezidualov okrog 0. 
Spodnja meja zaznave (LOD, Limit Of Detection) je najnižja koncentracija analita, ki jo lahko 
z analitsko metodo zaznamo, vendar ne nujno tudi kvantitativno določimo. Spodnja meja 
določitve (LOQ, Limit Of Quantification) pa je najnižja koncentracija analita, ki jo z dano 
metodo še lahko določimo s sprejemljivo točnostjo in natančnostjo.  
Linearnost kromatografskih metod smo določili iz odzivov kalibracijskih standardov, 
pripravljenih v 7 različnih koncentracijah in pred analizo podvrženih še SPE (opis v poglavju 
3.2.3). 
Za vsak analit posebej smo iz odzivov izračunali umeritvene premice in determinacijske 
koeficiente. Kot ustrezne smo smatrali vse vrednosti determinacijskega koeficienta, ki so 
presegale 0,99. Neustrezna je tako bila samo protokatehinska kislina (R2 = 0,9823). Obstaja več 
možnih razlogov za to, med drugimi neoptimalni pogoji kromatografije ali nestabilnost spojine. 
Meji zaznavnosti in določitve smo izračunali s pomočjo umeritvenih krivulj. Vrednosti so 
podane v preglednicah. Izstopajo zelo visoke meje pri kateholu, adipinski, p-katehinski in 
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cis,cis-mukonski kislini. Eden izmed razlogov za to je dejstvo, da smo pri njih dosegli slabše 
oblike vrhov kot pri ostalih, saj so bili končni kromatografski pogoji kompromis za večje število 
spojin. To pomeni, da kromatografija ni optimalna za vsak analit, kar se odraža na slabši obliki 
vrhov, višjih mejah zaznave in določitve in stabilnosti pri pogojih merjenja.  
4.2.4 PONOVLJIVOST METODE 
 
Za ustrezne rezultate je pomembno, da je priprava vzorca ves čas konstantna. Ustreznost smo 
preverjali na 5 alikvotih zmesi standardov, ki smo jim dodali matriks ter jih pripravili s SPE 
(serija A). Za ustrezne smo določili vse tiste, pri katerih je bila vrednost CV ≤5%. Pri 5 analitih 
izračunana vrednost to mejo presega, največja odstopanja je opaziti pri kateholu (12,0%) in 
protokatehinski kislini (9,3%). Pri obeh je izkoristek ekstrakcije zelo slab, kar je lahko razlog 
za tolikšno variiranje rezultatov SPE. To smo preverili še tako, da smo izračunali, kolikšna je 
ponovljivost pri vzorcih, kjer smo merili le raztopine zmesi, z dodanim matriksom, ki pa jih 
nismo ekstrahirali s SPE. Ponovljivost pri kateholu je ustrezala 4,2%, pri protokatehinski kislini 
pa 3,2%. 
4.3 TARČNA ANALIZA VZORCEV 
 
Analizirali smo pet vzorcev lignina, ki je bil izpostavljen iz rizosfere japonskega dresnika 
izoliranim sevom bakterij. Vsak vzorec smo analizirali v dveh paralelah. Vzorce smo pripravili 
po postopku, opisanem v poglavju 3.2.3., torej z ekstrakcijo na trdnem nosilcu, analizirali pa z 
obema razvitima metodama. V vseh analiziranih vzorcih smo pokazali odsotnost iskanih 
analitov. To pa ne pomeni nujno, da v vzorcih ni prišlo so razgradnje lignina. Glede na 
kompleksnost in heterogenost substrata lignina, je namreč teoretično možen nastanek zelo 
široke palete produktov.  
4.4 NETARČNA ANALIZA VZORCEV  
 
Da bi ugotovili, ali je razgradnja lignina potekla, smo vzorce analizirali z netarčno analizo. 
Razlika med tarčno in netarčno analizo je v tem, da pri prvi spremljamo vnaprej definirane 
analite, za katere poznamo MRM prehode in retencijske čase. Ker imamo zanje referenčne 
standarde, je mogoča tudi njihova kvantifikacija. Pomanjkljivost tarčne analize pa je, da je 
optimizirana samo za izbrane analite, drugih spojin, prisotnih v vzorcu pa z njo ne moremo 
spremljati. V nasprotju s prvo, pa je netarčna analiza v osnovi namenjena temu, da zazna 
katerokoli spojino, ki je prisotna v vzorcu, čeprav to v praksi ni mogoče, saj je metoda še vedno 
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omejena s pripravo vzorca, kromatografijo, ionizacijo. Tipični masni spektrometer, ki se 
uporablja za ta namen, je visokoločljivostni. Ker dostop do slednjega v času eksperimentalnega 
dela ni bil mogoč, smo osnovne analize izvedli kar na obstoječem LC-QTRAP MS.    
Nastavitve ionskega izvora (pritiski plina, temperatura ionskega izvora) smo ohranili enake kot 
pri tarčnem načinu, prav tako smo ohranili kromatografsko metodo. Analize smo izvedli tako s 
pozitivno kot z negativno ESI ionizacijo. Uporabili smo način IDA (analiza, odvisna od 
predhodno pridobljenih informacij).  
Analiza, odvisna od predhodno pridobljenih informacij je skupno ime za vse analize, pri katerih 
MS sproti uporablja informacije, ki jih pridobi med samo analizo, so pa le-te odvisne od 
intenzitet signalov, ki jih dajejo komponente vzorca. Pri zasnovi metode se odločimo za način, 
po katerem poteka začetno snemanje (survey scan), kjer MS izbere ione za nadaljnjo analizo 
ter način, po katerem poteka snemanje le-teh (dependent scans) (45, 46). 
Kot survey scan smo v našem primeru izbrali način nevtralne izgube (NL oz. 'neutral loss'). 
Uporablja se za analize vzorcev, v katerih pričakujemo specifično vrsto spojin. V našem 
primeru smo med produkti razgradnje pričakovali molekule s hidroksilno skupino, odcep katere 
bi pomenil nevtralno izgubo 18,0 Da. Za nadaljnjo analizo smo izbrali EPI (enhanced product 
ion). V tem načinu MS izbere prekurzorski ion, ga že v Q1 izolira, nato poteče v kolizijski celici 
fragmentacija, produktni ioni pa se ujamejo v ionsko past. Izolacija prekurzorskih ionov že v 
Q1 (in ne šele v ionski pasti) omogoča višjo občutljivost, ker je zajet celoten spekter 
fragmentnih ionov, vključno s tistimi z nizko mol. maso (45, 46). Vzorce smo posneli v načinu 
NL/EPI, pri čemer smo bili uspešni s pozitivno ESI ionizacijo, medtem ko negativna ESI ni 
dala uporabnih rezultatov.  
Za vsak vzorec smo posneli kromatogram ter primerjali TIC (Total Ion Chromatogram, 
kromatogram vseh ionov) obeh paralel posameznega vzorca s TIC slepega vzorca. Kjer se 
signali vzorcev opazno razlikujejo od signalov slepih vzorcev, lahko trdimo, da se sestava 
vzorcev prav tako razlikuje, iz tega pa sklepamo na razgradnjo. Spodnji kromatogrami 
prikazujejo primerjavo med vzorcem in slepim vzorcem (slika 24) ter obema paralelama vzorca 
(slika 23). Ujemanje med paralelkama sicer ni popolno, vendar pa so med kromatogramoma 
vzorca in slepega vzorca veliko večje razlike. Tako je na sliki 24 opaziti jasno razliko med 
signali na kromatogramu vzorca (rdeč signal) in slepe raztopine (moder signal). Največje 




Slika 23: Primerjava kromatogramov dveh paralel vzorca: 1A (moder signal) in 1B (rdeč 
signal) 
 




Podrobneje smo si ogledali vrh, ki se je pojavljal pri 8,1 minutah. Na sliki 25 je poleg TIC (a) 









Slika 25: Rezultati IDA analize za vzorec A1: a) celotni kromatogram vzorca, b) masni spekter 
vrha pri 8,1 min, ki je bil posnet v načinu NL, c) ekstrahiran kromatogram, posnet za ione z 
282,236 do 282,736 Da, d) fragmentacija iona 282,49 v načinu EPI 
Omenjena analiza sicer ne zadostuje za dokončno identifikacijo spojin v vzorcih; potrebna bi 
bila še nadaljnja analiza oz. iskanje po knjižnicah spojin. Za ta namen je ključna uporaba 
masnega spektrometra visoke ločljivosti, na katerem bomo to raziskavo nadaljevali. 
Na enak način, kot je opisano zgoraj, smo posneli tudi ostale vzorce, pri katerih so se podobno 
kot pri opisanem primeru pojavljale razlike med kromatogrami, ki jasno nakazujejo, da je, vsaj 






V okviru magistrske naloge smo želeli preučiti produkte bakterijske razgradnje lignina z 
različnimi sevi bakterije Paraburkholderia jirisanensis tako, da smo analizirali vzorce lignina, 
predhodno izpostavljene omenjenim bakterijam. Želeli smo odgovoriti na raziskovalno 
vprašanje: Ali je v katerem od vzorcev prišlo do biorazgradnje? Če je odgovor »da«, kateri 
produkti so pri tem nastali? Vzorce smo analizirali najprej s tarčnimi metodami. Te metode smo 
predhodno razvili za izbor produktov razgradnje, ki smo jih v vzorcih pričakovali, pri čemer 
smo predpostavili, da z določitvijo katerega od teh potencialnih produktov potrdimo, da je v 
posameznem vzorcu potekla biorazgradnja. Nato smo vzorce analizirali še z netarčno analizo. 
S pomočjo literature smo določili 20 molekul, ki so bile že opisane kot možni produkti 
razgradnje lignina. Želeli smo postaviti eno metodo, s katero bo mogoča detekcija vseh 
omenjenih molekul. Preizkusili smo različne kolone, sestave mobilnih faz ter različne gradiente. 
Izbrali smo kombinacijo pogojev, ki je dajala ustrezne rezultate pri večini analitov (kolona HSS 
T3 s stacionarno fazo C18, nelinearni gradientni elucijski program, kot mobilna faza pa metanol 
in voda). Pogoje smo morali zaradi slabših oblik signalov nekoliko spremeniti za doseganje 
boljših rezultatov pri skupini analitov s pKa vrednostmi okoli 4,5 (dodatek pufra v vodni del 
mobilne faze, sprememba gradienta). Tako smo se odločili, da namesto ene končne metode za 
analizo vzorcev uporabimo dve različni metodi, optimizirani za različne analite.  
Za pripravo vzorcev na LCMS analizo smo uporabili ekstrakcijo na trdno fazo, in sicer na 
polimernem sorbentu (Oasis HLB) v 96-mestnih mikrotitrskih ploščah. Metoda priprave 
vzorcev je bila predhodno razvita v laboratoriju Skupine za organsko Analizno kemijo Odseka 
za znanosti o okolju na Institutu Jožef Stefan, in je primerna za širok nabor analitov glede na 
molekulsko maso in polarnost.   
Naslednji korak je predstavljala validacija razvitih metod za analite, pri katerih smo jih uspeli 
ustrezno optimizirati; t.j. 10 analitov pri metodi 1 in 4 pri metodi 2. Pri validaciji smo iz metode 
2 izključili še pirogalol, pri katerem se je uporabljena metoda SPE izkazala za neustrezno, kar 
onemogoča kvantitativno vrednotenje. Validirali smo linearnost, točnost, meji zaznave in 




Učinek matriksa na analite je bil minimalen, metoda ekstrakcije na trdnem nosilcu se je izkazala 
za primerno pri večini analitov. Pri tistih, kjer smo določili neustrezen izkoristek SPE, je bila 
slabša tudi ponovljivost, meji zaznavnosti ter določitve pa bistveno višji.  
Z razvitima metodama smo analizirali realne vzorce. V vzorcih nismo zaznali signalov 
nobenega izmed pričakovanih analitov. 
V naslednjem koraku smo izvedli še netarčno analizo in posneli spektre pripravljenih vzorcev 
z metodo IDA, pri kateri smo kombinirali način snemanja s pregledom cepitve nevtralne 
molekule vode (NL 18 Da) z načinom snemanja EPI, t.j. s poudarjenimi produktnimi ioni. Med 
kromatogrami vseh ionov slepih in pravih vzorcev je bila jasno opazna razlika, kar nakazuje na 
to, da je razgradnja potekla, četudi nastali produkti ne sovpadajo z našim izborom analitov.  
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Slike 24-31 prikazujejo kromatograme, posnete v okviru netarčne analize realnih vzorcev. 
Posamezni vzorci so označeni s številkami, A in B pa označujeta dve paraleli istega vzorca. 
  
Slika 26: Primerjava kromatogramov dveh paralel vzorca: 2A (moder signal) in 2B (rdeč 
signal) 
 
Slika 27: Primerjava kromatogramov slepega vzorca (moder signal) in vzorca 2A (rdeč 
signal) 
  
Slika 28: Primerjava kromatogramov dveh paralel vzorca: 3A (moder signal) in 3B (rdeč 
signal) 
 
Slika 29: Primerjava kromatogramov slepega vzorca (moder signal) in vzorca 3A (rdeč 
signal) 
  








Slika 32: Primerjava kromatogramov dveh paralel vzorca: 5A (moder signal) in 5B (rdeč 
signal) 
 
Slika 33: Primerjava kromatogramov slepega vzorca (moder signal) in vzorca 5A (rdeč 
signal) 
 
 
